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1. Einleitung 
 
1.1 Vorkommen sehr langkettiger mehrfach ungesättigter Fettsäuren 
In fast allen Organismen dominieren als polare Membranlipide die Glycerolipide, deren 
Glyceringerüst in der sn-1- und sn-2-Position mit Fettsäuren verestert ist, während die sn-3-
Position die namengebende polare Kopfgruppe trägt. Die Fettsäurezusammensetzung dieser 
Membranlipide bedingt die physikalischen und physiologischen Eigenschaften der 
Biomembranen. Die Glycerolipide komplexer eukaryoter Organismen zeichnen sich durch 
sehr hohe Gehalte ungesättigter Fettsäuren mit zwei oder mehr methylenverbrückten  
 
HOOC 5                   8                  11                14
Arachidonsäure, Eicosatetraensäure (20:4n-6)
HOOC 5                  8                  11                 14    17
Timnodonsäure, Eicosapentaensäure (20:5n-3)
HOOC
4                  7                  10                 13   16                19
Cervonsäure, Docosahexaensäure (22:6n-3)
Clupanodonsäure, Docosapentaensäure (22:5n-3)
HOOC 7                  10                 13  16                19
Ölsäure, Octadecaensäure (18:1n-9)
HOOC
Linolsäure, Octadecadiensäure (18:2n-6)
HOOC
HOOC
α-Linolensäure, Octadecatriensäure (18:3n-3)
9                  12                15
9                  12
9
 
 
Abb. 1.1: Struktur sehr langkettiger, mehrfach ungesättigter Fettsäuren. (X:Yn-z, Anzahl der Kohlenstoffatome: 
Anzahl der Doppelbindungen; n-z, Position der ersten Doppelbindung vom Methylende der Fettsäure).  
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cis-Doppelbindungen aus. In Geweben der Samenpflanzen dominieren mehrfach ungesättigte 
Fettsäuren mit einer Kettenlänge von maximal 18C-Atomen (Abb. 1.1 und Abb. 1.2), wie 
z. B. Linolsäure (18:2n-6) und α-Linolensäure (18:3n-3). Glycerolipide tierischer Gewebe 
enthalten dagegen neben 18:2n-6 auch mehrfach ungesättigte Fettsäuren mit mehr als  
18C-Atomen. Fettsäuren mit mehr als 18C-Atomen und mindestens zwei Doppelbindungen 
werden zur Gruppe der sehr langkettigen mehrfach ungesättigten Fettsäuren (LCPUFAs, long 
chain polyunsaturated fatty acids) zusammengefasst (Gill & Valivety, 1997). Hierzu gehört 
die Arachidonsäure (20:4n-6), eine Hauptkomponente im Fettsäuregemisch der Glycerolipide 
in verschiedenen Geweben der Säuger (Abb.1.1 und Abb. 1.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.2: Fettsäurezusammensetzung der Membranlipide verschiedener Gewebe, Laubblatt von Samenpflanzen, 
Muskel, Leber, Gehirn und Testis eines Säugers (*Summe der 22:6- und 22:5 Gehalte). 
 
Bestimmte Gewebe wie Netzhaut-, Nerven- und Gonadenzellen weisen darüber hinaus 
signifikante Gehalte an LCPUFAs mit fünf- bzw. sechs-Doppelbindungen auf (Yin et al., 
1999), wie z. B. Timnodonsäure (20:5n-3), und Cervonsäure (22:6n-3) (Abb. 1.1 und  
Abb. 1.2). Diese Fettsäuren sind essentiell für das Sehen, die Nervenfunktion und die 
Reproduktion.  
Sowohl die n-6- als auch die n-3-LCPUFAs dienen als Vorstufe für Eicosanoide 
(Prostaglandine, Thromboxane und Leucotrine) mit unterschiedlichen Funktionen (Jump, 
2002). Eicosanoide, die von 20:4n-6 abgeleitet werden, sind generell entzündungs- und 
aggregationsfördernd (Calder, 2002; Soberman & Christmas, 2003). Im Gegensatz dazu 
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wirken die aus n-3-LCPUFAs synthetisierten Eicosanoide entzündungs- und 
aggregationshemmend (Funk, 2001).  
Als Ausgangssubstrat der n-6-LCPUFA dient 18:2n-6, während 18:3n-3 in die Biosynthese 
der n-3-LCPUFA einfließt {Pereira, 2004 #505}. 18:2n-6 und 18:3n-3 gelten traditionell als 
essentielle Fettsäuren, da Säuger im Unterschied zu Pflanzen diese Fettsäuren nicht selbst 
synthetisieren, sondern mit der Nahrung aufnehmen müssen (Simopoulos, 2003). Diese mit 
der Nahrung aufgenommenen Fettsäuren können dann als Vorstufe für die Biosynthese der 
verschiedenen LCPUFAs dienen. In Säugern sind die LCPUFA-Biosyntheseraten allerdings 
sehr gering, insbesondere die aus 18:3n-3, so dass der Bedarf nur in ausgewachsenen und 
gesunden Menschen gedeckt wird. LCPUFAs werden daher als konditionell essentielle 
Fettsäuren bezeichnet, da ihr Bedarf je nach Alter, körperlicher Verfassung und 
Gesundheitszustand variiert (Cunnane, 2000). Bedingt durch die Interaktion der n-3- und n-6-
LCPUFAs und ihrer Folgeprodukte ist auch das n-6/n-3-Verhältnis in der Nahrung kritisch. 
Es sollte deutlich unter 4 liegen, um das Risiko für Herz-Kreislauf-Erkrankungen zu 
reduzieren (Simopoulos, 2003). 
LCPUFAs sind außer in den Membranlipiden der Säuger auch in den Lipiden bestimmter 
Bakterien, Pilze, Algen und Moose zu finden. Im Unterschied zu den Säugern sind diese 
Organismen zur de novo LCPUFA-Biosynthese fähig und werden daher zum Teil zur 
kommerziellen Produktion von LCPUFA für die menschliche und tierische Ernährung 
genutzt. Die bisher wichtigste Bezugsquelle für LCPUFA ist fettreicher Seefisch (Abb. 1.2). 
Der Gehalt an LCPUFAs in Seefisch spiegelt im wesentlichen den der Mikroalgen und Pilze 
wieder, die von den Fischen mit dem Phyto- und Zooplankton aufgenommen wurden 
(Nichols, 2003; Sayanova & Napier, 2004). Bedingt durch die Überfischung der Weltmeere 
laufen zurzeit weltweit Versuche zur Entwicklung alternativer Bezugsquellen für LCPUFAs. 
Neben den Versuchen zur effizienten Kultivierung LCPUFA-reicher Organismen in 
Fermentern oder Bioreaktoren stellen transgene Ölsaaten, die LCPUFAs in ihren Samenölen 
akkumulieren eine vielversprechende Möglichkeit für eine nachhaltige Produktion dieser 
konditionell essentiellen Fettsäuren dar (Alonso & Maroto, 2000; Jaworski & Cahoon, 2003; 
Tucker, 2003). Seit einigen Jahren wird deshalb intensiv nach LCPUFA-reichen Organismen 
gesucht, um sie nicht nur hinsichtlich ihrer Kultivierbarkeit zu analysieren, sondern auch zur 
Aufklärung der LCPUFA-Biosynthesewege zu nutzen und als Spenderorganismen zur 
Klonierung der für die LCPUFA-Akkumulation erforderlichen Gene zu verwenden. 
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Im Folgenden werden daher zunächst die LCPUFA-reichen Organismen vorgestellt, dann die 
LCPUFA-Biosynthesewege in diesen Organismen erläutert und schließlich wird auf 
Strategien zur Generierung transgener Pflanzen eingegangen. 
 
1.1.1  Bakterien 
Die meisten prokaryoten Organismen synthetisieren lediglich gesättigte oder einfach 
ungesättigte C16- bis C18-Fettsäuren. Die Einführung der Doppelbindung erfolgt entweder 
anaerob während der Fettsäurebiosynthese durch Umgehung eines Reduktionsschrittes, oder 
aerob wie bei Eukaryoten im Anschluss an die Fettsäuresynthese durch die Wirkung von 
Fettsäure-Desaturasen. Diese führen in einer sauerstoffabhängigen Reaktion unter Einsatz von 
Reduktionsäquivalenten Doppelbindungen ein. Einige Eubakterien wie beispielsweise 
Pseudomonaden-Arten können sowohl den aeroben als auch den anaeroben Weg zur 
Biosynthese ungesättigter Fettsäuren nutzen (Wada et al., 1991).  
Bestimmte, meist psychrophile, halophile oder barotolerante Bakterien sind zur LCPUFA-
Produktion fähig (Kato & Nogi, 2001; Russell & Nichols, 1999). Zu dieser Gruppe zählen 
einzelne Vertreter der Alteromonodales, wie Shewanella-, Colwellia-, Moritella-Arten, und 
der Vibrionales, wie Photobacterium-Arten. In den Membranlipiden dieser Bakterien 
dominieren die Fettsäuren 20:5n-3 und 22:6n-3. Die Funktion der LCPUFA in diesen 
Organismen wird im Zusammenhang mit der Kältetoleranz der Organismen und der 
Anpassung an hohe Drücke diskutiert (Nichols, 2003). Viele Mikroorganismen reagieren auf 
tiefe Temperaturen mit einer Veränderung ihrer Membranlipidzusammensetzung, um die 
Fluidität und Mobilität ihrer Biomembranen durch eine Erhöhung des Anteils an ein- und 
mehrfach ungesättigten Fettsäuren zu erhalten (Gentile et al., 2003; Stillwell & Wassall, 
2003).  
 
1.1.2  Pilze  
LCPUFA-anreichernde Pilze findet man insbesondere unter den Zygomyceten und 
Oomyceten. Zu den bekanntesten Vertretern zählt der olegane Pilz Mortierella und die 
Labyrinturomycota Thraustochytrium und Schizochytrium. Mortierella akkumuliert bis zu 
40% 20:4n-6 im Fettsäuregemisch seiner Speicher- und Phospholipide (Certik et al., 1998; 
Wynn & Ratledge, 2000). Dagegen können Thraustochytrium und Schizochytrium-Arten bis  
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Abb. 1.3: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Thraustochytrium Zoosporoblasten mit vier 
Zoosporen (Carmona et al., 2003). Die schwarzen Strukturen stellen die Lipidkörper in den Zoosporen dar.  
 
zu 50% 22:6n-3 in ihrem Gesamtfettsäuregemisch aufweisen (Bajpai et al., 1991). Die 
Anreicherung der LCPUFAs erfolgt vor allem in Lipidkörpern als Reservelipide (Abb. 3) 
(Ashford et al., 2000; Nakahara et al., 1996; Ratledge & Wynn, 2002; Weete et al., 1997). 
Das LCPUFA-Profil in der Gruppe der Labyrinturomycota ist weit gefächert. Während 
Thraustochytrium aureum lediglich 22:6n-3 in seinen Triacylglycerinen (TAG) anreichert, 
können andere Vertreter dieser Gruppe 20:4n-6 bzw. 22:5n-6 akkumulieren (Kumon et al., 
2003; Lewis et al., 1999). Kommerzielles Interesse besteht für Thraustochytrium- und 
Schizochytrium-Arten, da sie für die Produktion von 22:6n-3 verwendet werden und als 
LCPUFA-Ergänzung in Futtermitteln der Geflügel- und Fischzucht Einsatz finden (Abril et 
al., 2003; Barclay et al., 1994; Franklin et al., 1999; Lewis et al., 1999). 
 
1.1.3  Algen und Moose 
Bestimmte Algen und Moose zeichnen sich dadurch aus, dass sie neben mehrfach 
ungesättigten C16- und C18- Fettsäuren auch 20:4n-6 und 20:5n-3, sowie in seltenen Fällen 
22:6n-3 bilden. Diese LCPUFAs kommen in fast allen polaren Glycerolipiden der plastidären 
und mikrosomalen Membranen, aber nur selten in den Speicherlipiden vor. Bei den Algen 
sind LCPUFAs vorwiegend unter den marinen Arten vorzufinden. Dabei werden 20:4n-6 und 
20:5n-3 vor allem von Vertretern der Diatomeen, Rhodophyta und Heterokontophyta gebildet, 
während Vertreter der Dinophyta und Haptophyta sich durch hohe 22:6n-3-Gehalte 
auszeichnen (Tab. 1.1). Dinoflagellaten wie Crypthecodinium cohnii gehören zu den  
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22:6n-3-reichen Arten. Sie werden für die kommerzielle Produktion von LCPUFAs in fed-
batch-Kultur eingesetzt (De Swaaf et al., 2003). In Abhängigkeit von Wachstumsbedingungen 
wie Kohlenstoffquelle, pH-Wert, Temperatur und Belüftung ist C. cohnii in der Lage im 
Fettsäuregemisch seiner Phospholipide bis zu 50% 22:6n-3 anzureichern (Henderson et al., 
1988, de Swaaf, 2003 #173). 
 
Tabelle 1.1: Anteile der wichtigsten LCPUFA an den Gesamtfettsäuren ausgewählter Organismen. Angaben des 
Fettsäureanteils an den Gesamtfettsäuren in Prozent. 
 
 20:4n-6 20:5n-3 22:6n-3 Referenz 
Dinophyta:     
Crypthecodinium - - 44 (de Swaaf et al., 2003) 
Haptophyta:     
Pavlova 2 24 11 (Kato et al., 1995) 
Isochrysis - 2 12 (Qi et al., 2002) 
Heterokontophyta:     
Nitzschia 14 13 - (Wen & Chen, 2002) 
Phaeodactylum 1 31 3 (Yongmanitchai & Ward, 1991) 
Nanochloropsis 4 35 - (Schneider, 1995) 
Rhodophyta:     
Porphyridium 34 10 - (Nyberg, 1985) 
 
Die Haptophyta Isochrysis galbana und Pavlova lutheri gelten als weitere potentielle 22:6n-3 
Produzenten. I. galbana besitzt 12% 22:6n-3 in seinen Lipiden (Cohen et al., 1995), während 
P. lutheri neben 22:6n-3 auch 20:5n-3 synthetisiert. 22:6n-3 findet sich in den 
Phospholipiden, wohingegen 20:5n-3 vor allem in den Monogalaktosyldiacylglycerinen 
(MGDG) verestert ist (Meireles et al., 2003a; Meireles et al., 2003b).  
20:5n-3-Produzenten finden sich auch unter den Heterokontophyta, wie z. B. den Kieselalgen 
(Bacillariophytacea) Nitzschia laevis (Wen et al., 2002), Phaeodactylum tricornutum und 
Nannochloropsis. Bei P. tricornutum (Arao et al., 1987) ist 20:5n-3 fast ausschließlich im 
MGDG verestert, während Nonnochloropsis sp. (Tonon et al., 2002) diese Fettsäure nicht nur 
in die Galaktolipide, sondern auch in Phosphatidylglycerin (PG) einbaut. Erste Versuche zur 
20:5n-3-Produktion mit Nannochloropsis in Photobioreaktoren wurden beschrieben  
(Zittelli et al., 1999).  
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Die Rotalge Porphyridium cruentum kommt als zusätzlicher potenzieller 20:4n-6 Produzent 
in Frage (Shiran et al., 1996). 20:4n-6 wird in der stationären Phase angereichert und ist im 
Wesentlichen ein Bestandteil der plastidären Lipide {Cohen, 1995 #446). 
Die Frischwasser-Grünalge Parietochloris incisa ist eine der reichsten Quellen für 20:4n-6. 
Sie reichert hohe TAG-Mengen an, die bis zu 80% des Gesamtlipidgehaltes ausmachen. Der 
Anteil der 20:4n-6 im Fettsäuregemisch der TAG kann dabei bis zu 50% betragen (Bigogno et 
al., 2002a; Bigogno et al., 2002b; Bigogno et al., 2002c). 
Bei Moosen und bei Farnen findet man nur 20:4n-6 und 20:5n-3, aber kein 22:6n-3 in den 
Membranlipiden (Dembitsky, 1993). Beispielsweise enthalten Rhytidiadelphus squarrosuse 
(Guschina & Harwood, 2002) und Physcomitrella patens (Girke et al., 1998) bis zu 30% 
20:4n-6 in ihren Gesamtfettsäuregemischen. 
 
Im Zuge der evolutiven Entwicklung der Samenpflanzen ist die Fähigkeit zur LCPUFA-
Synthese allerdings weitgehend verloren gegangen. Die Membranlipide der höheren Pflanzen 
sind mit C16- und C18-Fettsäuren verestert (Abb. 1.2). Nur wenige Samenpflanzen, wie die 
primitive Gymnospermae Agathis robusta, verfügen noch über die zur 20:4n-6- und  
20:5n-3- Biosynthese erforderlichen Enzyme. Diese sind allerdings nur während der 
Samenreifung aktiv, so dass die LCPUFAs in geringem Prozentsatz ausschließlich in ihren 
Samenölen nachweisbar sind (Wolff et al., 1999).  
Die Samenöle der leistungsstarken einjährigen Ölsaaten sind dagegen, wie die 
Membranlipide, ausschließlich mit C16- und C18-Fettsäuren verestert. Eine LCPUFA-
Akkumulation kann in diesen Pflanzen erst nach Transformation mit den zur LCPUFA-
Biosynthese erforderlichen Genen realisiert werden. 
 
 
1.2 Fettsäure- und Lipidbiosynthese 
Primärprodukt der Fettsäurebiosynthese, die in der Natur über eine weitgehend konservierte 
Reaktionsabfolge abläuft, ist 16:0. Die Elongation von 16:0 zu 18:0 erfolgt in Pflanzen, sowie 
in den meisten Bakterien, über den prokaryot organisierten Fettsäuresynthasekomplex durch 
die Wirkung einer 16:0-Acyl-Carrier Protein (ACP) spezifischen β-Ketoacyl-ACP-Synthase II 
(KAS II). In Tieren, die über einen eukaryot organisierten Fettsäuresynthasekomplex im 
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Cytosol verfügen, wird die Elongation von einem mikrosomalen Malonyl-CoA-abhängigen 
Elongasekomplex katalysiert (Wakil, 1989). 
Die Elongationsreaktion erfordert das Zusammenwirken von vier Enzymen, analog zur 
Fettsäuresynthese: β-Ketoacyl-CoA-Synthase (KCS), β-Ketoacyl-CoA-Reduktase,  
β-Hydroxyacyl-CoA-Dehydratase und Enoyl-CoA-Reduktase. Die KCS katalysiert den 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des membrangebundenen Elongasekomplexes (Millar 
& Kunst, 1997). Darüber hinaus bedingt die Acyl-CoA-Spezifität der KCS, welche 
Elongationsprodukte vom Enzymkomplex gebildet werden. mikrosomale Elongations-
komplexe sind in allen eukaryoten Organismen nachweisbar (Leonard et al., 2004). Sie 
unterscheiden sich je nach Organismus, Organ bzw. Gewebe in den katalytischen 
Eigenschaften ihrer KCS und damit hinsichtlich Kettenlänge und Zahl der Doppelbindungen 
in ihren Reaktionsprodukten (Leonard et al., 2000; Millar et al., 1997; Oh et al., 1997; Parker-
Barnes et al., 2000; Puyaubert et al., 2001; Zank et al., 2000). Die Elongation von 16:0 wird 
in Säugern beispielsweise von einem Elongasekomplex katalysiert, dessen KCS eine 
Spezifität für 16:0-CoA aufweist (Matsuzaka et al., 2002; Moon et al., 2001). 
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Abb. 1.4: Typische Desaturasen aus Plastiden und Mikrosomen. Reduktionsäquivalente und Reaktionsprodukte 
wurden aufgelistet. 
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Die Biosynthese der ungesättigten Fettsäuren wird in Eukaryoten primär von Desaturasen 
katalysiert. Diese Enzyme führen in einer sauerstoffabhängigen Reaktion und unter Einsatz 
von Reduktionsäquivalenten Doppelbindungen in Acylreste ein. Als Elektronendonatoren 
werden bei plastidären Desaturasen reduziertes Ferredoxin, bei mikrosomalen Desaturasen 
Cytochrom-b5 genutzt (Napier et al., 2003) (Abb. 1.4). Abgesehen von der plastidären Acyl-
ACP-Desaturase-Familie der Pflanzen sind Desaturasen integrale Membranproteine, die 
überwiegend in Membranlipiden veresterte Acylreste als Substrate verwenden und somit eine 
lipidgekoppelte Desaturierung katalysieren (Nakamura & Nara, 2004). Nur bestimmte 
Desaturasen aus Hefen und Tieren sind in der Lage Acyl-CoA-Thioester als Substrate zu 
nutzen (Pereira et al., 2003) (Abb. 1.4). Obwohl sich die Desaturasen in ihren 
Substratspezifitäten unterscheiden und cis- oder trans-Doppelbindungen in unterschiedlichen 
Positionen der Acylreste einführen, katalysieren sie die Desaturierungsreaktion nach 
demselben Mechanismus. Dies spiegelt sich in ihrem aktiven Zentrum wider, in dem alle 
einen Di-Eisenkomplex enthalten. Die beiden Eisen-Ionen werden hierbei durch die in den 
Desaturasen konservierten Histidin-Boxen koordinativ gebunden (Behrouzian & Buist, 2002; 
Behrouzian & Buist, 2003; Nakamura et al., 2004; Napier et al., 2003; Pereira et al., 2003; 
Sperling et al., 2003). 
Die Biosynthese von 18:1∆9 aus 18:0 erfolgt in Pflanzen durch die Wirkung löslicher, im 
Stroma der Plastiden lokalisierter 18:0-ACP-spezifischer ∆9-Desaturasen, wohingegen in 
Säugetieren und Hefe diese Reaktion von mikrosomalen Acyl-CoA-spezifischen  
∆9-Desaturasen katalysiert wird (Behrouzian et al., 2003; Heinemann & Ozols, 2003).  
18:1∆9 dient in den Pflanzen als Vorstufe für die Biosynthese der essentiellen Fettsäuren, 
18:2n-6 und 18:3n-3. Diese mehrfach ungesättigten C18-Fettsäuren werden durch sequentielle 
Desaturierung von mikrosomalen ∆12- und ∆15-Desaturasen bzw. plastidären n-6- und  
n-3-Desaturasen gebildet. Im Unterschied zu Pflanzen verfügen Säugetiere nur über 
Desaturasen, die eine Doppelbindung zwischen der bereits vorhandenen und dem 
Carboxylende des Acylrestes einführen können (Pereira et al., 2003). Diese tierischen 
Desaturasen nutzen aber wie die pflanzlichen an der PUFA-Biosynthese beteiligten 
Desaturasen Acylgruppen, die in Glycerolipiden verestert vorliegen. 
Die Einschleusung der Acylreste in die Glycerolipide wird durch Acyltransferasen des in der 
Natur konservierten Glycerin-3-phosphat (G3P)-Wegs katalysiert (Abb. 1.5). Die Acylierung 
des G3P an der sn-1-Position erfolgt durch eine Glycerin-3-phosphat-Acyltransferase (GPAT) 
unter Bildung von sn-1-Acylglycerin-3-phosphat (Lysophosphatidsäure, LPA). Anschließend  
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Abb. 1.5: Schema der Glycerolipidbiosynthese über den G3P-Weg. G3P, sn-Glycerin-3-Phosphat, GPAT, 
Glycerin-3-phosphat-Acyltransferase; LPA, Lysophosphatidsäure, sn-1-Acylglycerin-3-phosphat; LPAAT, sn-1-
Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransferase; PA, Phosphatidsäure, 1,2-Diacylglycerin-3-phosphat; CTP, 
Cytidintriphosphat; CDP-DAG, Cytidindiphosphat-Diacylglycerol; PI, Phosphatidylinositol; PG, 
Phosphatidylglycerin; CL, Cardiolipin; PS, Phosphatidylserin; DAG, Diacylglycerin; DAGAT, Diacylglycerin-
Acyltransfersase; TAG, Triacylglycerin; MGD, Monogalaktosyldiacylglycerin; SQD, 
Sulfochinovosyldiacylglycerin; PC, Phosphatidylcholin; PE, Phosphatidylethanolamin. 
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verestert eine sn-1-Acylglycerin-3-phosphat-Acyltransferase (LPAAT) den zweiten 
Fettsäurerest in der sn-2-Position von LPA. Dabei wird das zentrale Intermediat der 
Glycerolipidsynthese 1,2-Diacylglycerin-3-phosphat (Phosphatidsäure, PA) gebildet, dessen 
Diacylglyceringerüst für den Aufbau der verschiedenen Glycerolipide verwendet wird. Bei 
der Einführung der polaren Kopfgruppe sind zwei prinzipiell unterschiedliche Reaktionswege 
realisiert: In dem einen wird der apolare Diacylglycerinanteil aktiviert und fließt als 
Cytidindiphosphat (CDP)-Derivat in die Reaktion mit freien Alkoholen ein. Über diesen Weg 
werden die anionischen Phospholipide wie Phosphatidylinositol (PI), Phosphatidylglycerin 
(PG) und Cardiolipin (CL) synthetisiert. In dem anderen Weg wird über Phosphorylierung 
von PA Diacylglycerin (DAG) bereitgestellt. Durch Übertragung der polaren Kopfgruppen als 
Nukleosiddiphosphate auf DAG erfolgt die Biosynthese der in Eukaryoten dominierenden 
Phosphodiacylglycerine, Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE) und der für 
die plastidären Membranen typischen Glycodiacylglycerine (Abb. 1.5). Darüber hinaus dient 
DAG als Vorstufe für die TAG-Synthese, bei der eine Diacylglycerin-Acyltransferase 
(DAGAT) die dritte Acylierungsreaktion in der sn-3-Position des Glyceringerüstes 
katalysiert. 
Die Ausbildung der charakteristischen Fettsäuremuster der Membran- und Reservelipide wird 
durch die Substratspezifitäten und -selektivitäten der an der Glycerolipidbiosynthese 
beteiligten Acyltransferasen, sowie dem Pool der aktivierten Fettsäuren, der diesen Enzymen 
zugänglich ist, bedingt. Abgesehen von wenigen Ausnahmen, wie z. B. der plastidären GPAT, 
handelt es sich bei den Enzymen des G3P-Weges um integrale Membranproteine. In 
Eukaryoten sind diese Enzyme in den Hüllmembranen der semiautonomen Organellen und im 
Endomembransystem, vor allem im Endoplasmatisches Reticulum (ER) lokalisiert. Während 
Mitochondrien und Plastiden nur einen Teil ihrer Membranlipide selbst synthetisieren, sind 
die Aktivitäten des ER für die Biogenese sämtlicher Membransysteme relevant. Darüber 
hinaus ist das ER Hauptsyntheseort der Reservelipide. 
Die an der Glycerolipidbiosynthese beteiligten Acyltransferasen können bei der Ausbildung 
der charakteristischen Fettsäuremuster der Membran- und Reservelipide eine entscheidende 
Rolle spielen. 
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1.2.1  Aerobe Biosynthese mehrfach ungesättigter Fettsäuren 
Die in Glycerolipiden veresterten 18:1-Gruppen dienen in Pflanzen als Substrat für die 
Biosynthese der essentiellen Fettsäuren 18:2n-6 und 18:3n-3. Diese sequenziellen 
Desaturierungsreaktionen werden in den Plastiden durch n-6- und n-3-Desaturasen katalysiert, 
die die Lage der einzuführenden Doppelbindung vom Methylende aus bestimmen. Diese 
Desaturasen zeigen keine ausgeprägte Spezifität hinsichtlich der Kettenlänge des Acylrestes, 
der Position in welche die Acylreste verestert sind und der polaren Kopfgruppe der 
Glycerolipide. Sie oxidieren spezifisch nur solche Acylreste, die bereits eine Doppelbindung 
in Position n-9 bzw. n-6 aufweisen. Pflanzen verfügen darüber hinaus über mikrosomale 
Desaturasen, die 18:1∆9 in 18:2∆9,12 und 18:2∆9,12 in 18:3∆9,12,15 überführen. Im Gegensatz zu 
den plastidären Desaturasen bestimmen die mikrosomalen Desaturasen die Lage der 
einzuführenden Doppelbindung vom Carboxylende aus. Die mikrosomale ∆12- und  
∆15-Desaturasen nutzen vor allem in PC-veresterte Acylgruppen als Substrate. Sie zeigen 
keine ausgeprägte Positionsspezifität und desaturieren Acylgruppen, die sowohl in der  
sn-1- als auch in der sn-2-Position verestert sind (Abb. 1.6). Die im PC gebildeten mehrfach 
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Abb. 1.6: Rolle des Phosphatidylcholins und der Lysophosphatidylcholin-Acyltransferase bei der Biosynthese 
mehrfach ungesättigter Fettsäuren. A, ∆12-Desaturase; B, ∆15-Desaturase; LPCAT, Lysophosphatidylcholin-
Acyltransferase; LPC, Lysophosphatidylcholin; P-Cho, Phosphorylcholin. 
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ungesättigten C18-Acylgruppen können dann mittels der reversiblen Lysophosphatidylcholin-
Acyltransferase (LPCAT)-Reaktion in den Acyl-CoA-Pool eingeschleust und somit für die 
de novo-Glycerolipidbiosynthese bereitgestellt werden (Abb. 1.6). Diese Acyltransferase 
greift ausschließlich die sn-2-Position des PC an und besitzt eine hohe Selektivität für 
ungesättigte C18-Acylreste, vor allem 18:1-CoA (Stymne & Stobart, 1984). Über die Hin- und 
Rückreaktion bewirkt diese LPCAT einen Acylaustausch zwischen Acylgruppen des Acyl-
CoA-Pools und denen in der sn-2-Position des PC. Entsprechend der Fettsäureselektivität des 
Enzyms kommt es zu einer Abreicherung von 18:1 und zur Anreicherung von 18:2n-6- und 
18:3n-3-Gruppen im Acyl-CoA-Pool (Abb. 1.6). Auf diese Weise werden mehrfach 
ungesättigte C18-CoA-Thioester für die GPAT- und LPAAT-Aktivität bereitgestellt und 
können somit im Zuge der de novo-Glycerolipidbiosynthese in die sn-1- und sn-2-Position 
von PA und dessen Folgeprodukte gelangen (Stobart & Stymne, 1985). Bei der TAG-
Synthese versorgt der Acyl-CoA-Pool auch die DAGAT mit Substraten, die die Fettsäuren in 
die sn-3-Position der Reservelipide schleust (Abb. 1.5).  
Lysophospholipid-Acyltransferasen, wie die LPCAT, spielen auch bei der LCPUFA-
Biosynthese über den aeroben Weg eine zentrale Rolle. Bei der Aufklärung dieser 
Biosynthesewege wurden in den letzten Jahren durch Klonierung und funktionale 
Charakterisierung der relevanten Gene große Fortschritte erzielt. Demnach ist in LCPUFA 
produzierenden eukaryoten Organismen der aerobe Biosyntheseweg am weitesten verbreitet. 
Hier wird 18:2n-6 bzw. 18:3n-3 durch die Wirkung einer ∆6-Desaturase lipidgekoppelt in  
γ-Linolensäure (18:3n-6) bzw. Octadecatetraensäure (18:4n-3) überführt (Abb. 1.7). Nach 
Einschleusung der 18:3n-6- und 18:4n-3-Acylgruppen in den Acyl-CoA-Pool, vermutlich 
mittels reversibler Lysolipid-Acyltransferasen, folgt eine spezifische Malonyl-CoA-abhängige 
∆6-Elongation am ER. Die Elongationsprodukte, 20:3n-6-CoA und 20:4n-3-CoA werden 
dann durch die Acyl-CoA-abhängigen Acyltransferasen in die Glycerolipide eingebaut und 
können somit von den ∆5-Desaturasen in 20:4n-6 und 20:5n-3-Acylgruppen überführt 
werden. 
Ausgehend von 20:5n-3 sind zwei Synthesewege für die Bildung von 22:6n-3 beschrieben 
(Abb. 1.7). Der direkte Weg beinhaltet die C2-Elongation von 20:5n-3 zu 22:5n-3 mit 
anschließender ∆4-Desaturierung. Die Existenz dieses Synthesewegs wurde durch die 
Klonierung der ∆4-Desaturase-Gene aus dem marinen Protisten Thraustochytrium (Qiu et al., 
2001), der marinen Mikroalge Pavlova (Tonon et al., 2003), der Fischwasser-Alge Euglena 
und durch funktionale Expression dieser Gene in Hefe bestätigt (Meyer et al., 2003). Der so 
genannte „Sprecher-Weg“ (Sprecher et al., 1995) ist dagegen ∆4-Desaturase unabhängig. 
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22:5n-3 wird vielmehr konsekutiv zu 24:5n-3 elongiert und einer ∆6-Desaturierung 
unterworfen. Wie de Antueno (2001) und D'Andrea (2002) zeigten, handelt es sich bei der 
C24-∆6-Desaturase und der C18-∆6-Desaturase um dasselbe Enzym. 24:6n-3 wird 
anschließend über ß-Oxidation zu 22:6n-3 verkürzt. Sowohl Peroxysomen als auch 
Mitochondrien dienen in tierischen Zellen der β-Oxidation von Fettsäuren. Versuche mit 
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Abb. 1.7: Vereinfachtes Schema der n-3- und n-6-LCPUFA-Biosynthesewege aus Linolsäure (18:2n-6) und α-
Linolensäure (18:3n-2) als Ausgangssubstrate. 
 
menschlichen Hautfibroblasten, die entweder einen Defekt in der peroxysomalen oder 
mitochondrialen β-Oxidation aufweisen, zeigten, dass nur die Peroxysomen an der  
22:6-Synthese beteiligt sind (Ferdinandusse et al., 2001). Es wird postuliert, dass 22:6n-3 von 
den Peroxysomen exportiert und am ER in die Membranlipide eingebaut wird (Ferdinandusse 
et al., 2003; Luthria et al., 1996). Da eine ∆4-Desaturaseaktivität in Säugern nicht 
nachweisbar ist, scheint der „Sprecher-Weg“ bei diesen Organismen vorzuherrschen (Leonard 
et al., 2002).  
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Sowohl bei dem direkten, als auch dem Sprecher-Biosyntheseweg, nutzen die beteiligten 
Desaturasen ausschließlich Acylgruppen, die in Glycerolipiden verestert vorliegen, 
wohingegen die Elongasen die Acylgruppen in Form der CoA-Thioester um zwei C-Atome 
verlängern. Somit geht die LCPUFA-Biosynthese, über sequenzielle Desaturierung und 
Elongation, mit einem sequenziellen Acyltausch zwischen den Acylgruppen in den 
Glycerolipiden und denen im Acyl-CoA-Pool einher.  
Kürzlich wurde in der Mikroalge Isochrysis galbana ein modifizierter aerober 
Biosyntheseweg identifiziert. Diese Alge verfügt über einen Elongasekomplex, der spezifisch 
18:2n-6- und 18:3n-3-CoA in 20:2n-6- und 20:3n-3-CoA überführt und somit bei der  
20:4n-6- und 20:5n-3-Biosynthese den Acylaustausch umgeht (Fraser et al., 2004).  
Im Unterschied zu den Desaturasen und Elongasen wurden die an der aeroben LCPUFA-
Biosynthese beteiligten Acyltransferasen kaum untersucht. Zur Zeit ist nur ein 
Acyltransferasegen bekannt, dessen Translationsprodukt am Acylaustausch beteiligt ist 
(Abbadi et al., 2004a; Abbadi et al., 2004b).  
 
 
1.2.2 Anaerobe Biosynthese mehrfach ungesättigter Fettsäuren durch 
Polyketidsynthasen 
Im Unterschied zu den dominierenden Biosynthesewegen in eukaryoten Organismen erfolgt 
die LCPUFA-Biosynthese in marinen Organismen sauerstoffunabhängig (Metz et al., 2001; 
Nichols et al., 1997), so dass eine Beteiligung von Desaturasen bezweifelt wurde. Zudem 
wurden die exogen zugegebenen Fettsäuren 16:0, 18:1, 18:3 und Di-homo-γ-linolensäure 
(20:3n-6) in die Phospholipide des 20:5n-3 produzierenden Bakteriums Shewanella sp. 
inkorporiert, jedoch nicht als Vorstufe zur 20:5n-3-Biosynthese genutzt (Watanabe et al., 
1996). Radioaktiv markiertes Acetat wurde dagegen nicht nur in die gesättigten und einfach 
ungesättigten Fettsäuren, sondern auch in 20:5n-3 eingelagert. Yazawa, (1996) lieferte 
schließlich direkte Hinweise, dass die LCPUFA-Biosynthese in Shewanella von einem 
Polyketidsynthase-Komplex katalysiert wird. Dem Autor gelang die Klonierung eines 40 kb 
großen Genclusters aus Shewanella, der für neun offene Leserahmen kodiert. Die heterologe 
Expression dieses Genclusters in E. coli und Synechococcus sp. führte zur Synthese von 
20:5n-3 (Takeyama et al., 1997; Yazawa, 1996). Wie Yu et al. (2000) zeigten sind fünf der 
neun offenen Leserahmen dieses Clusters für die 20:5n-3-Synthese essentiell. Die 
Leserahmen besitzen keine Ähnlichkeiten zu Desaturasen, sondern sie zeigen die für 
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Polyketidsynthasen typischen Ähnlichkeiten zu Proteinen und Enzymen der Fettsäure-
Synthese wie z. B. Acyl-Carrier-Protein (ACP), β-Ketoacyl-ACP-Synthase, Malonyl-
CoA:ACP-Acyltransferase und Ketoacyl-ACP-Reduktase.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.8: Anaerobe 20:5-Biosynthese über die Polyketidsynthase von Shewanella sp. . Die Synthese geht von 
Acetyl-CoA aus, das in jedem Zyklus in Malonyl-CoA-abhängigen Reaktionen um zwei Kohlenstoffatome 
verlängert wird. (KS, 3-Ketoacyl-ACP-Synthase; KR, 3-Ketoacyl-ACP-Reduktase; DH Dehydratase; DH/2,3I,  
Dehydratase/2-trans, 3-cis Isomerase; DH/2,2I, Dehydratase/2-trans, 2-cis Isomerase; ER, Enoyl-Reduktase). 
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Polyketidsynthasen (PKS) sind Multienzymkomplexe, an denen Naturprodukte wie 
Antibiotika, Polyether und Makrolite aus einfachen Kohlenstoff-Bausteinen wie Acetyl-CoA, 
Propionyl-CoA und Malonyl-CoA synthetisiert werden (Abe et al., 2004; Moriwaki et al., 
2004). Wie bei der Fettsäuresynthese werden die Ketten durch sukzessive 
Kondensationsreaktionen verlängert (Khosla et al., 1999). Anders als bei der 
Fettsäuresynthese folgt der Kondensationsreaktion bei PKS nicht immer ein abgeschlossener 
Zyklus aus Keto-Reduktion, Dehydratation und Enoyl-Reduktion. Vielmehr entstehen durch 
partielle Prozessierung der Kohlenstoffkette, sowie durch Verwendung verschiedener Starter- 
und Verlängerungsbausteine komplexe Muster funktioneller Gruppen (Kaulmann et al., 2002; 
Moore & Hertweck, 2002). 
Wie bei dem Fettsäuresynthasekomplex unterscheidet man zwei Typen der PKS. Typ-1-PKS 
sind aus großen Multidomänen-Proteinen aufgebaut, während die Typ-2-PKS aus 
monofunktionellen Modulen bestehen. Die für die Synthese der LCPUFAs in Bakterien 
verantwortlichen PKS zeigen Ähnlichkeit zu den Typ-2-PKS. Zwei Proteine des 20:5-PKS-
Clusters aus Shewanella besitzen Homologie zu dem fabA-Gen (Metz et al., 2001). Das  
fabA-Gen kodiert für ein bifunktionelles Enzym, das sowohl die Dehydratisierung eines 
Hydroxyacylrestes, als auch die anschließende Isomerisierung und Verschiebung der durch 
Dehydratisierung entstandenen trans-Doppelbindung zur cis-Doppelbindung katalysiert. Wie 
in Abb. 1.8 dargestellt, werden bei der anaeroben 20:5n-3-Biosynthese die 
methylenverbrückten Doppelbindungen durch die abwechselnde Wirkung der bifunktionalen 
Dehydratase/2-trans, 3-cis Isomerase (DH/2,3I), sowie der Dehydratase/2-trans, 2-cis 
Isomerase (DH/2,2I) eingeführt. (Metz et al., 2001) 
Die Isolierung weiterer PKS-Gene aus dem 22:6n-3 produzierenden marinen Bakterium 
Moritella und dem marinen Protisten Schizochytrium deuten auf einen lateralen Gentransfer 
und weite Verbreitung dieses Syntheseweges im marinen Ökosystem hin (Napier, 2002; 
Takeyama et al., 1997, Metz, 2001 #311). 
 
 
1.3 Zielsetzung der Arbeit 
Mit der Aufklärung der LCPUFA-Biosynthesewege und durch die Klonierung verschiedener 
Desaturase-, KCS- und PKS-Gene wurde die Vorraussetzung geschaffen, durch 
gentechnologische Methoden eine LCPUFA-Biosynthese in reifenden Samen transgener 
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Ölsaaten zu realisieren (Abbadi et al., 2001; Drexler et al., 2003). Zahlreiche Gene für 
Enzyme des aeroben Biosynthesewegs wurden bereits auf Pflanzen übertragen. Durch 
Expression eines KCS-Gens und zweier Desaturasegene in der Modellpflanze Arabidopsis 
thaliana ist es kürzlich gelungen, den Lipidmetabolismus so zu modifizieren, dass die 
Pflanzen signifikante Gehalte an 20:4n-6 (7%) und 20:5n-3 (3%) in ihren Glycerolipiden 
akkumulieren (Qi et al., 2004). Nach Expressionsversuchen in Hefe können die LCPUFA-
Gehalte durch Koexpression geeigneter Lysoglycerolipid-Acyltransferasen, die einen 
Austausch zwischen den Acylgruppen der Glycerolipide und denen des Acyl-CoA-Pools 
ermöglichen, gesteigert werden (Abbadi et al., 2004a; Domergue et al., 2003) (Abb. 1.6). 
Darüber hinaus eröffnet die LCPUFA-Biosynthese über Polyketidsynthasen, bei der ein 
Acylaustausch zwischen Glycerolipiden und Acyl-CoA-Pool nicht erforderlich ist, neue 
Möglichkeiten die LCPUFA-Biosynthese in transgenen Ölsaaten zu optimieren (Abbadi et al., 
2001). 
Die Entwicklung transgener Ölsaaten mit LCPUFA-reichen Samenölen setzt aber voraus, dass 
die Pflanzen während der Samenentwicklung die konditionell essentiellen Fettsäuren nicht 
nur in hohen Raten synthetisieren, sondern auch effizient in ihre Samenöle einschleusen 
(Jaworski et al., 2003; Murphy, 1999; Thelen & Ohlrogge, 2002). Die reifen Samen müssen 
also über mikrosomale Acyltransferasen verfügen, die die LCPUFAs in Form von Acyl-CoA-
Thioestern als Substrate nutzen und in die TAG einführen.  
Wie vergleichende enzymatische Untersuchungen der mikrosomalen Acyltransferasen aus 
reifenden Samen einjähriger Ölsaaten zeigten, sind vor allem die Eigenschaften der LPAAT 
für den LCPUFA-Einbau kritisch (Frentzen, 1993; Miquel & Browse, 1994). Dieses Enzym 
besitzt sehr ausgeprägte Spezifitäten und Selektivitäten für ungesättigte C18-Fettsäuren und 
schließt nicht nur gesättigte, sondern auch ungesättigte sehr langkettige Fettsäuren aus der  
sn-2-Position des Glyceringerüstes aus. Im Unterschied zur LPAAT weisen GPATs und 
DAGATs meist nur schwach ausgeprägte Acylgruppenspezifitäten und –selektivitäten auf, so 
dass die Fettsäurezusammensetzung in der sn-1- und sn-3-Position der Samenöle im 
Wesentlichen die Fettsäurezusammensetzung des Acyl-CoA-Pools widerspiegelt (Abb. 1.5). 
Bedingt durch diese unterschiedlichen Eigenschaften der an der TAG-Biosynthese beteiligten 
Acyltransferasen, sind beispielsweise in Laurinsäure (12:0)-, Stearinsäure (18:0)- und 
Erucasäure (22:1∆13)-reichen Rapslinien, diese gesättigten bzw. sehr langkettigen 
ungesättigten Fettsäuren nur in der sn-1- und sn-3-Position der TAG verestert, wohingegen 
die sn-2-Position der TAG ausschließlich ungesättigte C18-Fettsäuren trägt. Im Unterschied zu  
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Tab. 1.2: Acyl-CoA-Spezifitäten mikrosomaler LPAATs und sn-2-Fettsäurezusammensetzung von Samenölen. 
(FS, Fettsäure; 8:0, Caproylsäure; 10:0, Caprinsäure; 12:0, Laurinsäure; 14:0, Myristinsäure; 20:1, Eicosensäure, 
22:1, Erucasäure) 
Pflanzenart Vorwiegende FS in sn-2 LPAAT-Acyl-CoA-Spezifität 
Cuphea lanceolata 10:0 10:0 > 8:0 = 12:0 > 16:0 
Cocos nucifera 12:0 12:0 > 10:0 = 14:0 > 16:0 
Limnanthes douglasii 22:1 22:1 > 20:1 > 18:1 > 16:0 
Brassica napus 18:X 18:X > 16:0 > 18:0 > 22:1 
 
Ölsaaten verfügen verschiede Pflanzen neben den konstitutiv exprimierten LPAAT-Genen für 
die Membranlipidbiosynthese auch über samenspezifisch exprimierte Gene für die 
Reservelipidbiosynthese (Tab. 1.2). Diese LPAAT-Gene zeigen ungewöhnliche Acyl-CoA-
Spezifitäten wie z. B. für 10:0-CoA, 12:0-CoA oder 22:1-CoA (Brown et al., 1994; Hanke et 
al., 1995; Knutzon et al., 1999). Durch Expression solcher LPAAT-Gene ist es 
bereitsgelungen, das Fettsäuremuster transgener Rapslinien gezielt zu modifizieren und eine 
gleichmäßige Besetzung aller drei Glycerinpositionen mit 12:0 oder 22:1 zu erreichen 
(Lassner et al., 1995; Murphy, 1999; Ohlrogge, 1994; Thelen et al., 2002; Weier et al., 1997). 
Aufgrund dieser Daten sollte eine entsprechende Strategie zur Optimierung der LCPUFA-
Gehalte in transgenen Ölsaaten verfolgt werden.  
Zu Beginn dieser Arbeit waren weder biochemische Hinweise auf die Existenz von LCPUFA-
spezifischen LPAATs beschrieben, noch lagen klonierte Sequenzen vor. Zunächst sollten 
deshalb durch vergleichende enzymatische Analysen Organismen identifiziert werden, die 
über verschiedene LPAATs mit möglichst ausgeprägten Spezifitäten für die verschiedenen 
LCPUFAs wie z.B. 20:5n-3 und 22:6n-3 verfügen. Basierend auf diese Ergebnisse sollten 
cDNA- und genomische Banken generiert, die entsprechenden LPAAT-Gene aus diesen 
Organismen kloniert und für die Transformation von Ölsaaten zur Verfügung gestellt werden. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Geräte, Verbrauchsmaterialien, Enzyme und Chemikalien 
 
2.1.1 Geräte 
 
Zentrifugen:   
Kühlzentrifuge  5810 R Eppendorf 
Kühlzentrifuge  5417 R Eppendorf 
Kühlzentrifuge  RC-5B Sorvall 
Tischzentrifuge  5417 C Eppendorf 
Ultrazentrifuge  L-50 Beckmann 
   
Gaschromatograph:   
Gaschromatograph GC 6890 Hewlett Packard
Injektor GC Injektor 6890 Hewlett Packard 
Kapillarsäule J & W DB23  Agilent 
 (30m x 0,530 mm x 0,5 µm)  
Auswertung Chemstation Hewlett Packard 
   
Geräte und Verbrauchsmaterialien:   
Elektrophoresekammer  19 cm x 13 cm Eigenbau 
Flüssigkeitsszintillationszähler  LS 5000 TD Beckmann 
Kieselgel-Platten  Kieselgel 60, 0,25 mm VWR 
Netzgerät: Power Pack  300 BioRad 
Konzentrierungssäulen  Durchlass 10000 Da Vivascience 
Waring Blendor  Waring 
pH-Meter  HI 9321 Hanna Instruments 
Nitrocellulosemembran  Protran BA 85, 0,45 µm Schleicher & Schüll 
Rotoren  SS34, HB6, GS3, SLA3000 Sorvall 
Fotometer SmartSpec  3000 BioRad 
Sterilfilter Minisarf 0,2 µM Sartorius 
Thermocycler  Primus 96 MWG Biotech 
Thermo-Schüttler Thermomixer compact Eppendorf 
Ultraschallstab  Sonoplus GM70 Bandelin 
Dounce Homogenisator   B. Braun 
UV-Transilluminator  UVT-28M Herolab 
SDS-Gelelektrophoreseapparatur Mini-Protean®3 Cell Bio-Rad 
Rotationsverdampfer Rotavapor R-200 Büchi 
Western Blotting Apparatur  
semi dry 
V20 SDB Carl Roth 
BioImager FLA-3000 Fuji, Raytest 
 LAS-1000  
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2.1.2 Chemikalien, Enzyme und Isotope 
Handelsübliche Grundchemikalien, Lösungsmittel, Puffersubstanzen, Detergenzien und 
Nährmediengrundstoffe wurden in Analyse-Qualität von folgenden Firmen bezogen: 
AppliChem (Darmstadt), BD Biosciences (Heidelberg), Biomol (Darmstadt), Duchefa 
(Haarlem, Niederlande), Fluka (Neu-Ulm), Invitrogen (Karlsruhe), VWR (Darmstadt), Roche 
Diagnostics (Mannheim), Carl Roth (Karlsruhe) Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich 
(Deisenhofen), Vivascience (Hannover), WAK Chemie (Bad Soden) 
DNA-modifizierende Enzyme und Feinchemikalien für molekularbiologische Methoden 
wurden von den Firmen Gibco BRL (Neu Isenburg), MBI Fermentas (Vilnius), New England 
Biolabs (Schwalbach/Taunus) und Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen. Kits für 
molekularbiologische Anwendungen wurden von den Firmen Machery und Nagel (Düren), 
Promega (Mannheim), Stratagene (Amsterdam Zuidoost, Niederlande) Chemagen 
(Baesweiler) und Qiagen (Hilden) geliefert. Antikörper wurden von den Firmen Qiagen 
(Hilden) und Dianova (Hamburg) bezogen 
Radioaktiv markierte Substanzen wie [U-14C]glycerin-3-phosphat (5,7 GBq/mmol) lieferte 
Amersham Biosciences (Braunschweig). 
 
2.1.2.1 Synthese von sn-1-Oleoyl-[U-14C]glycerin-3-phosphat (Bertrams & Heinz, 
1981) 
Die Synthese von sn-1-Oleoyl-[U-14C]glycerin-3-phosphat (LPA) erfolgte aus [U-
14C]glycerin-3-phosphat mit Hilfe der plastidären Glycerin-3-phosphat Acyltransferase 
(GPAT, EC 2.3.1.15) und Oleoyl-CoA als Acyl-Donator. Die GPAT aus Pisum sativum 
(Weber et al., 1991) wurde als Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein in E. coli 
überexprimiert und über Affinitätschromatographie gereinigt. In einem Syntheseansatz mit 
einem Gesamtvolumen von 600 µl wurde folgendes Reaktionsgemisch pipettiert. 
 
10 µCi [U-14C]glycerin-3-phosphat 
200 mM MOPS-Puffer, pH 7,4 
8 µg/µl BSA (fettsäurefrei) 
8 mM Oleoyl-CoA (gelöst in 10 mM MES pH 6,0) 
x µl gereinigte microsomale GPAT-Fraktion 
ad 600 µl A. dest. 
 
Die dem Syntheseansatz zugesetzte Menge an gereinigter microsomaler GPAT-Fraktion 
wurde in Vortests ermittelt, so dass innerhalb einer Stunde 90% des [U-14C]glycerin-3-
phosphat zu sn-1-Oleoyl-[U-14C]glycerin-3-phosphat umgesetzt wurden. Das 
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Reaktionsgemisch wurde über Nacht im Wasserbad bei 28°C inkubiert und durch Zugabe von 
4,8 ml Chloroform/Methanol (1:1) und 2 ml Salzlösung (1M KCL, 0,2 M H3PO4) abgestoppt. 
Nach Zentrifugation (2 min bei 1000 x g) wurde die organische Phase in ein neues Röhrchen 
überführt. Die wässrige Phase wurde erneut wie oben beschrieben extrahiert, die zweite 
organische Phase mit der ersten vereinigt und bis zur Trockene unter N2 eingeengt. Die so 
erhaltene LPA wurde in einem definierten Volumen Chloroform/Methanol resuspendiert. 
Jeweils 2 x 2µl wurden mit einem Szintillationszähler zur Bestimmung der Ausbeute 
gemessen. Nach Verdampfen des Lösungsmittels unter N2 wurde die LPA mit 20 mM MOPS 
resuspendiert und auf die gewünschte Endkonzentration eingestellt. 
 
2.1.2.2 Enzymatische Synthese sehr langkettiger, mehrfach ungesättigter Acyl-
CoA-Thioester (Taylor et al., 1990)  
Das Prinzip der CoA-Thioester-Synthese beruht auf der Inkubation von sehr langkettigen 
mehrfach ungesättigten Fettsäuren mit Coenzym A in Gegenwart von ATP, MgCl2 durch die 
Katalyse einer Acyl-CoA-Synthetase (ACS) (EC 6.2.1.3) aus Pseudomonas sp..  
In ein 5 ml Braunglasgefäß wurde 1 µM der Fettsäure (22:6n-3, 22:5n-3 bzw. 20:5n-3) 
überführt und unter N2 bis zur Trockene eingeengt, um das Lösungsmittel zu entfernen. In 
einem Gesamtvolumen von 1 ml wurde folgendes Reaktionsgemisch wie folgt zusammen 
pipettiert. 
 
0,1 %  Triton-X 100 (Peroxydasefrei) 
10 mM MgCl2 
100 mM MOPS, pH 7,5 
 
Den Ansatz wurde mit N2 begast und 5 min, zur Resuspension der Fettsäure, im 
Ultraschallbad inkubiert.Anschließend erfolgte die Zugabe von: 
 
5 mM Coenzym A 
10 mM DTT 
0,25 U ACS 
ad 100 ml A.dest. 
 
Der Ansatz wurde erneut mit N2 begast und der Deckel fest zugeschraubt, um die inerte 
Atmosphäre beizubehalten. Die Inkubation erfolgte für 2 h im 35°C Wasserbad. In der 
Zwischenzeit wurde die Kieselgelsäule (LCR-RPC18, Varian) mit dreifachem Säuelen 
Volumen (1,8 ml) Methanol (HPLC-Grade, Roth) gewaschen und mit 3 Volumen 100 mM 
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MOPS (pH 7,4) equilibriert. Nach Auftragen des gesamten Acyl-CoA-Ansatzes wurde die 
Säule mit 500 µl 100 mM MOPS (pH 7,4)und anschließend mit 1 ml Methanol/Wasser (1:1 
(v/v)) gewaschen um ungebundene CoAs zu entfernen. Die gebundenen Acyl-CoAs wurden 
mit 20 ml Methanol in ein frisches Röhrchen eluiert. Das Lösungsmittel wurde unter N2 bis 
zur Trockene eingeengt und die Acyl-CoAs in 10 mM MES (pH 6,0) resuspendiert. Die 
Lagerung erfolgte bei -20°C. Zur Konzentrationsbestimmung wurden jeweils 3 x 1 µl der 
synthetisierten Acyl-CoAs zu 1 ml MES (pH 7,4) pipettiert und am Photometer bei 260 nm 
gemessen. Die Berechnung der Konzentration erfolgte mit der Formel: 
[mM Acyl-CoA] = Extinktion 260nm/ε x 1000  ε = 16,4  
Da mit dieser Messung nicht nur gebundene CoAs sondern auch freie CoAs erfasst werden, 
wurde eine Bestimmung der freien CoAs nach Ellman durchgeführt (Ellman, 1959). Falls 
freie CoAs nachweisbar waren, wurde die Synthese verworfen. Weiterhin wurde die Reinheit 
der Synthese durch Transmethylierung (2.22.1) von 10 µl der synthetisierten Acyl-CoAs und 
Messung der entstehenden Fettsäuremethylester (FAME) am Gaschromatographen überprüft 
(2.22.3). 
 
 
2.2 Organismen 
 
2.2.1 Bakterien 
 
Escherichia coli (E. coli) XL1-Blue MRF´ (Bullock et al., 1987): 
∆(mcrA) 183, ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173, endA1, supE44, thi-1, recA1, gyrA96, relA1, lac, 
[F´proAB, lacIqZ∆M15, Tn10 (tetr)] 
  
E. coli SOLRTM (Hay & Short, 1992):  
e14-(mcrA), ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171, sbcC, recB, recJ, umuC::Tn5(kanr), uvrC, lac, 
ryrA96, relA1, thi-1, endA1, λR, [F´proAB, lacIqZ∆M15]Su- (nonsuppressing) 
  
E. coli JC201 (JC200 plsC, Coleman, 1990):  
thr-1, ara-14, ∆(gal-attλ)-99 hisG4, rpsL136, xyl-5 mtl-1, tsx-78, eda-50, rfbD1, thi-1, plsC 
Die E. coli-Mutante JC201 wurde freundlicherweise von J. Coleman, Department of 
Biochemistry and Molecular Biology, Lousiana State University-Medical Center, New 
Orleans, USA zur Verfügung gestellt. 
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E. coli BL21-CodonPlus-RIL (Stratagene, Jerpseth et al. 1998): 
E.coli B F- ompT hsdS(rB-mB-) dcm+ Tetr gal endA Hte[argU ileY leuW Camr]  
Dieser Bakterienstamm ist Protease-defizient. Ihm fehlt die Lon- und Omp T-Protease 
welche bevorzugt rekombinante Proteine degradieren. Außerdem verfügt BL21-CodonPlus-
RIL über Extrakopien der in E. coli limitiert vorkommenden tRNA-Gene die argU, ileY und 
leuW kodieren. 
  
E. coli BL21AI (Stratagene): 
F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm araB::T7RNAP-tetA 
Dieser Bakterienstamm ist Protease-defizient. Ihm fehlt die Lon- und Omp T-Protease 
welche bevorzugt rekombinante Proteine degradieren. 
Der Bakterienstamm trägt eine chromasomale Insertion des T7 RNA-Polymerase- 
(T/RNAP)Gens im araB Locus. Diese erlaubt eine Expression der T/RNAP welche durch 
den araBAD Promotor reguliert wird.   
  
E. coli SURE (Stratagene):  
e14–(McrA–).(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac recB recJ 
sbcC umuC::Tn5(Kanr) uvrC [F´ proAB lacIqZ.M15 Tn10 (Tetr)]. 
  
Shewanella hanedai ATCC 33224:  
Proteobakterium  
  
Agrobacterium tumefaciens C58C1 ATHV Rif:  
C58C1 ATHV Rif leitet sich ab von dem Stamm EHA 101 (Hood et al., 1986). Er trägt das 
Helfer-Plasmid pEHA101 ohne Kanamycinresistenz und besitzt eine chromosomale 
Rifampicinresistenz. Der Stamm wurde freundlicherweise von Dr. J. Dettendorfer, KWS, 
Einbeck zur Verfügung gestellt. 
 
2.2.2 Hefe 
Saccharomyces cerevisiae Y13749,(EUROSCARF Acc.No Y13749): 
BY4742; Mat α; his3∆1; leu2∆0; lys2∆0; ura3∆0; YDL052c::kanMX4  
Dieser Hefestamm trägt eine Deletion im slc1-Gen (Hefe-LPAAT). 
 
2.2.3 Pilze 
 
Thraustochytrium sp. ATCC 26185:  
Oomycota  
  
Schizochytrium sp. ATCC 20888:  
Oomycota  
 
2.2.4 Pflanzen  
Arabidopsis thaliana Columbia C24 
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2.3 Vektoren 
 
 Plasmid Selektionsmarker Referenz 
Klonierungsvektoren für E. coli:   
 pBluescript SK- amp Stratagene 
 pBluescript KS- amp Stratagene 
 pQE30 amp Qiagen 
 pQE60 amp Qiagen 
 pQE70 amp Qiagen 
 pREP4 kan Qiagen 
 λ-TriplEx amp BD Bioscience Clontech 
 pENTR kan Invitrogen 
 pDEST14 amp Invitrogen 
 pDEST15 amp Invitrogen 
 pCITE-4a(+) amp Novagene 
 pTOPO amp Invitrogen 
 pUC18 amp Stratagene 
 λ-ZAP amp  Invitrogen 
Klonierungsvektoren für S. cerevisiae:   
 pDEST52 amp Invitrogen 
 pYES amp Invitrogen 
Binärer Vektor für Pflanzentransformation: 
 pRE1  Strep, Spec, kan Weier et al., 1997 
 
 
2.2 Anzucht der Organismen 
 
2.4.1 Kultivierung von E. coli 
Die in dieser Arbeit verwendeten Stämme von E. coli wurden auf festen oder flüssigen 
Vollmedien, bei 37°C unter Standardbedingungen nach Sambrook et al., 1989 angezogen. Die 
thermosensitive E. coli-Mutante JC201 wurde bei 30°C angezogen.  
Zur Selektion plasmidhaltiger Stämme wurden den Medien nach dem Autoklavieren 
Carbenicillin (50µg/ml Endkonzentration) oder Kanamycin (25 µg/ml Endkonzentration) 
steril zugesetzt. Die tausendfach konzentrierten Antibiotika-Stammlösungen wurden 
sterilfiltriert und bei - 20°C gelagert.  
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LB-Medium  
LB-Medium (Luria & Bertani; Sambrook et al., 1989) enthielt 25 g/l LB-Broth (Duchefa), 
zusammengesetzt aus 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt (Duchefa), 5 g NaCl. Der pH-Wert wurde 
auf 7,5 eingestellt. LB-Platten enthielten zusätzlich 1,5 % (w/v) Agar (AppliChem) 
 
SOB-Medium 
SOB-Medium enthielt 2 % (w/v) Bacto-Pepton (Duchefa), 0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
(Duchefa), 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2 und 10 mM MgSO4. MgCl2 und MgSO4 
wurden als sterile Lösungen nach dem Autoklavieren zugegeben. 
 
SOC-Medium 
SOC-Medium enthielt 2 % (w/v) Bacto-Pepton (Duchefa), 0,5 % (w/v) Hefextrakt (Duchefa), 
0,05 % (w/v) NaCl, 10 mM MgSO4, 10mM MgCl2 und 0,4 % (w/v) Glucose. Glucose, MgSO4 
und MgCl2 wurden als sterile Lösungen nach dem Autoklavieren zugegeben.  
 
Zelldichte 
Die Dichtebestimmung von Bakterienkulturen erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge 
von 600 nm. Dabei wurde bei einer OD600 von 1,0 ein Wert von 1-2 x 109 Zellen zugrunde 
gelegt (Ausubel et al., 1994). 
 
Dauerkulturen 
Für Dauerkulturen wurde eine exponentiell gewachsene Bakterienkultur mit gleichem 
Volumen 70 % (v/v) sterilem Glycerin (autoklaviert) versetzt, gemischt und bei -80°C 
gelagert. 
 
2.4.1.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen 
Die Präparation zur Transformation geeigneter kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der 
Methode von Inoue et al. (1990). Zu diesem Zweck wurde von einer Einzelkolonie eine 
Übernachtkultur in 2 ml SOB-Medium angezogen. Am Morgen wurden 100 ml desselben 
Mediums mit 1 ml der Vorkultur angeimpft und die Kultur bis zu einer OD600 von 0,5 bis 0,6 
kultiviert. Nach zehnminütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen bei 5000 x g und 4°C für 
10 min sedimentiert. Der Überstand wurde abgegossen und das Sediment in 40 ml TB-Puffer 
resuspendiert. Nach erneuter Inkubation für 10 min auf Eis und einem weiteren 
Zentrifugationsschritt (s.o.) wurden die Zellen in 8 ml TB-Puffer resuspendiert und mit 560 µl 
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Dimethylsulfoxid zu einer Endkonzentration von 7 % versetzt. Nach einer letzten Inkubation 
für 10 min auf Eis wurden die Zellen in Portionen zu 200 µl in Eppendorf-Reaktionsgefäßen 
in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. 
 
2.4.1.2 Transformation von E. coli 
Zur Transformation wurden die in 2.4.1.1 hergestellten kompetenten Zellen verwendet. Dazu 
wurden die Zellen auf Eis langsam aufgetaut. Danach erfolgte die Zugabe der DNA in einem 
Volumen von maximal 20 µl und eine Inkubation für 30 min auf Eis. Nach einem 
Hitzeschock für 90 sec bei 42°C im Wasserbad und Zugabe von 800 µl SOC-Medium (SOB-
Medium mit 0,4 % (w/v) Glukose) wurden die Zellen für 45 min bei 37°C im Roller 
inkubiert. Danach erfolgte die Übertragung der Zellen auf LB-Platten mit entsprechendem 
Antibiotikum. Die Platten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
 
2.4.2 Kultivierung von A. tumefaciens 
Die Kultivierung des in dieser Arbeit verwendeten A. tumefaciens-Stammes C58C1 ATHV 
erfolgte nach Walkerpeach & Velten (1994) bei 28°C. 
 
YEP-Medium 
YEP-Medium enthielt 1 % Bacto-Hefeextrakt (BD), 1 % Bacto-Pepton (BD), 0,5 % NaCl. 
YEP-Platten enthielten zusätzlich 1,5 % (w/v) Agar. 
 
Zur weiteren Selektion wurden folgende Antibiotika zugegeben, wobei Rifampicin jeweils 
frisch angesetzt wurde: 
 
Antibiotikum Stammlösung Endkonzentration 
Spectinomycin (Sm) (Spec) 300 mg/ml in A. dest 300 µg/ml 
Streptomycin (Sm) (Strep) 100 mg/ml in A. dest 100 µg/ml 
Rifampicin (Rif) 20 mg/ml in Methanol 100 µg/ml 
 
Für Dauerkulturen wurden exponentiell gewachsene Bakterienkulturen mit sterilem Glycerin 
in einer Endkonzentration von 50 % (v/v) versetzt und bei -70°C gelagert. 
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2.4.2.1 Transformation von A. tumefaciens 
Kompetente A. tumefaciens-Zellen wurden nach An et al., (1988) hergestellt und 
transformiert. Für die Präparation der kompetenten Zellen wurde eine Einzelkolonie A. 
tumefaciens C58C1 ATHV in 5 ml YEP-Flüssigkultur mit 100 µg/ml Rif bei 28°C für 24 h im 
Roller inkubiert. Anschließend wurden 2 ml dieser Vorkultur in 50 ml YEP-Flüssigmedium 
mit 100 µg/ml Rif überführt und bei 28°C unter Schütteln bis zu einer OD600 von 0,5-1,0 
inkubiert. Die Zellen wurden bei 3000 x g für 15 min sedimentiert, in 1 ml eiskaltem 10 mM 
CaCl2 resuspendiert, in 100 µl-Portionen in 2 ml-Eppendorfgefäßen in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren und bei - 70°C gelagert. Für die Transformation wurde 1 µg Plasmid-DNA 
auf die gefrorenen Zellen pipettiert und diese für 5 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. 
Anschließend wurde 1 ml YEP-Flüssigkultur zu dem Ansatz pipettiert und dieser für 4 h bei 
28°C unter Schütteln inkubiert. 
Die Zellen wurden 2 min bei 12.000 x g sedimentiert und in 100 µl YEP-Flüssigmedium mit 
den entsprechenden Antibiotka resuspendiert. Davon wurden 10 µl und 50 µl auf YEP-
Selektionsplatten ausplattiert und bei 28°C 24-48 h inkubiert. 
 
 
2.4.3 Kultivierung von Shewanella hanedai ATCC 33224 
S. hanedai-Kulturen wurden auf festem und flüssigem BMB-Medium (BD) für 48 h bei 14°C 
angezogen. Die Flüssigkulturen wurden durch Schüteln (220 rpm) belüftet. 
 
BMB-Medium 
BMB-Medium (Bacto Marine Broth 2216) enthielt 37,4 g/l BMB-Medium (BD), 
zusammengesetzt aus 5 g Bacto Pepton, 1 g Hefeextrakt, 0,1 g (C6H8O7Fe•x H2O) , 19,45 g 
NaCl2, 5,9 g MgCl, 3,24 g Na2SO4, 1,8 g CaCl2, 0,55 g KCl, 0,16 g Na2CO3, 0,08 g KBr, 3,4 
x 10-2g SrCl2  x 6H2O, 2,2 x 10-2g H2BO2, 4 x 10-3g Na2SiO3, 2,4 x10-3 g NaF, 1,6 x 10-3 g 
NH4NO3, 8 x 10-3 g Na2PO4. Der pH-Wert wurde auf 7,6 eingestellt. Platten enthielten 
zusätzlich 1,4 % (w/v) Agar (AppliChem). 
 
 
2.4.4 Kultivierung von S. cerevisiae 
Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte auf festem oder flüssigem Vollmedium (YPD) 
oder Minimalmedium (CMdum) bei 30°C. Flüssigkulturen wurden durch Schütteln (180-
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220 rpm) belüftet. Bei der normalen Anzucht enthielt das CMdum-Medium 2 % Glucose 
(w/v). Da Glucose den verwendeten Promotor reprimiert, wurde im Falle einer Induktion des 
galaktoseabhängigen Promotors des E. coli- S. cerevisiae-shuttle–Vektors pYES2, dem 
Medium Galaktose in einer Endkonzentration von 2 % (w/v) zugesetzt.  
 
YPD 
YPD-Medium enthielt 2 % (w/v) Hefeextrakt (Duchefa), 2 % (w/v) Bacto Pepton (Duchefa) 
und 2 % (w/v) Glucose. Die Glucose wurde nach Autoklavieren aus einer sterilfiltrierten 
Stammlösung zugegeben. Für Platten wurde vor dem Autoklavieren 2 % Agar zugegeben. 
 
CMdum "complete minimal dropout medium" (Ausubel et al., 1995) 
CMdum-Medium enthielt in einem Liter 1,155g Dropout Powder (s.u.), 2 % (w/v) Glucose 
oder Raffinose (Lancaster), 0,67 % (w/v) YNB (Yeast Nitrogen Base, BD), 20 mg Histidin, 
60 mg Leucin und 40 mg Tryptophan und zwei NaOH Plätzchen. Die Kohlenhydrate und die 
Aminosäuren wurden nach dem Autoklavieren als sterilfiltrierte Lösungen zugegeben. 
CMdum-Platten enthielten zusätzlich 2 % (w/v) Agar. 
 
DP (Dropout Powder) Adenin (Hemisulfat)  2,5 g 
 L-Arginin (Hydrochlorid) 1,2 g 
 L-Aspartat (Natriumsalz) 6,0 g 
 L-Glutamat (Natriumsalz) 6,0 g 
 L-Lysin (Hydrochlorid) 1,8 g 
 L-Methionin 1,2 g 
 L-Phenylalanin 3,0 g 
 L-Serin 22,5 g 
 L-Threonin 12 g 
 L-Thyrosin 1,8 g 
 L-Valin 9 g 
 Die Substanzen wurden vermischt und mit einem Mörser pulverisiert. 
 
 
2.4.4.1 Herstellung kompetenter S. cerevisiae-Zellen 
Zur Herstellung kompetenter Zellen und zur Transformation von S. cerevisiae wurde die im 
"Pichia pastoris Expression Kit Version F" (Invitrogen) beschriebene PEG-Methode 
modifiziert. Von einer Einzelkolonie wurde über Nacht eine Kultur in 10 ml YPD bei 30°C 
inkubiert. Am Morgen wurde aus dieser Kultur die Hauptkultur in 100 ml YPD auf eine 
OD600 von 0,1 angeimpft. Nach einer vierstündigen Inkubation bei 30°C wurden die Zellen 
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bei 3000 x g und 4°C für 10 min sedimentiert. Nach dem Abgießen des Mediums wurden die 
Zellen in 50 ml Puffer A resuspendiert, unter identischen Bedingungen erneut sedimentiert 
und der Überstand abgegossen. Danach wurden die Zellen in 4 ml Puffer A aufgenommen 
und in Portionen von 200 µl in Eppendorf-Reaktionsgefäßen bei - 70°C eingefroren und 
gelagert. 
 
Puffer A 
1 M Sorbitol 
10 mM Bicine, pH 8,35 mit NaOH 
3 % Ethylenglycol (v/v) 
 Der Puffer wurde sterilfiltriert. 
 
 
2.4.4.2 Transformation von S. cerevisiae 
Zur Transformation der kompetenten Zellen wurden auf die noch gefrorenen Zellen in einem 
Volumen von maximal 20 µl bis zu 50 µg DNA gegeben. Der Ansatz wurde bei 37°C im 
Wasserbad für 5 min inkubiert. Dabei wurde die Suspension mehrfach durch vorsichtiges 
Schütteln gemischt. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1,5 ml Puffer B und vorsichtiges 
Mischen der Zellen. Nach Inkubation der Ansätze für 1 h bei 30°C im Wasserbad wurden die 
Zellen bei 2000 x g und RT für 15 min sedimentiert. Der Überstand wurde verworfen und die 
Zellen in 1,5 ml Puffer C suspendiert, worbei die Zellen unter identischen Bedingungen, 
allerdings für nur 10 min, erneut sedimentiert wurden. Der Überstand wurde wieder entfernt 
und die Zellen in 200 µl Puffer C resuspendiert. Die Suspension konnte dann auf Festmedien 
mit ausgewähltem Selektionsdruck ausplattiert werden. 
 
Puffer B 
40 % Polyethylenglycol 4000 (w/v) (Sigma)  
200 mM Bicine, pH 8,3 mit NaOH 
 Der Puffer wurde sterilfiltriert. 
 
Puffer C 
150 mM NaCl 
10 mM Bicine, pH 8,3 mit NaOH 
 Der Puffer wurde sterilfiltriert. 
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Dauerkulturen 
Kulturen von S. cerevisiae wurden unter Selektionsdruck in CMdum-Medium für 48 h 
geschüttelt. 1 ml der Kultur wurde mit 1 ml sterilfiltriertem 70 %igem Glycerol (in A. dest 
(v/v)) gemischt und bei -70°C gelagert. 
 
 
2.4.5 Kultivierung von Thraustochytrium sp. und Schizochytrium sp. 
Die Kultivierung der Pilze Thraustochytrium und Schizochytrium erfolgte in TS-Flüssigkultur 
und durch Ausstreichen auf TS-Platten. Alle drei Wochen wurden die Pilze auf neue Platten 
überimpft, zwei Tage bei 28°C gelagert und anschließend bei RT aufbewahrt. Die 
Flüssigkultur wurde bei 28°C unter Schütteln inkubiert und nach 6 Tagen geerntet. 
 
TS-Medium (Bajpai et al., 1991): 
Hefeextrakt 2 g  
Salzlösung 1 100 ml  
NaHCO3 (10 g/l) 10 ml  
KH2PO4 (10 g/l) 10 ml  
CaCO3 (10 g/l) 20 ml (durch Zutropfen von 1 M HCL in Lösung gebracht) 
40 % Glucose 50 ml  
A. dest. 810 ml  
Cyanocobalamin 1 x 10-6 g/l  
Thiamin 1 x 10-6 g/l  
1 Salzlösung 
NaCl 250 g 
MgSO4.7H2O 50 g 
KCl 10 
Na-Glutamat 20 
(NH4)2SO4 2 
A. dest. ad. 1 l 
 
Nach Zugabe aller Zutaten wurde das Medium sterilfiltiert. Bei TS-Platten wurde das A. dest. 
mit dem Hefeextrakt und Agar (15 g/l Medium, Applichem) versetzt und autoklaviert. Die 
restlichen Zutaten wurden nach dem Abkühlen steril hinzugefügt. 
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2.4.6 Kultivierung von A. thaliana 
A. thaliana Columbia C24 wurde unter sterilen Bedingungen zunächst auf Agarplatten und 
dann in Erde kultiviert.  
A. thaliana-Samen wurden zur Oberflächensterilisierung zunächst mit 70 %igem Ethanol und 
danach mit sterilem A. dest gewaschen. Darauf folgte eine Behandlung mit 1 % NaClO (v/v), 
0,2 % Tween 20 (v/v) in sterilem A. dest für 5 min unter leichtem Schütteln. Anschließend 
wurden die Samen 5 - 6mal in sterilem A. dest gewaschen. Die so sterilisierten Samen wurden 
in sterilem A. dest aufgenommen und mit einer Pipette möglichst einzeln auf MSG-Platten 
verteilt. Die Platten wurden für 12 h bei 4°C im Dunkeln gelagert und die Pflanzen 
anschließend bei 22°C mit 16 h : 8 h Tag-Nacht-Rhythmus bis zur Blüte kultiviert.  
 
MSG-Platten: 
2,2 g Murashige & Skoog Salz Gemisch, incl. Gamborg Vitamine (Duchefa) 
50 g Sucrose 
7 g Agar (Duchefa) 
ad 1 l A. dest 
 Das Medium wurde autoklaviert 
 
 
2.4.6.1 Transformation von A. thaliana durch 'floral-dip' 
Die Arabidopsis-Transformation erfolgte nach Clough & Bent, (1998). Hierzu wurden 
Arabidopsis-Pflanzen die ersten drei Wochen in der Klimakammer unter Kurztagbedingungen 
(8 h Licht, 20°C) und anschließend zur Bildung der Blüten unter Langtagbedingungen (16h 
Licht, 25°C) angezogen. Nach der Bildung primärer Blüten wurden die Infloreszenzen 
abgeschnitten, um möglichst viele sekundäre Blüten zu erhalten. Für eine optimale 
Transformation wurde darauf geachtet das die Pflanzen blühen, aber noch keine Schoten 
bilden und am Abend vor der Transformation ausgiebig gegossen wurden. 
Zunächst wurde eine Vorkultur des mit einem binären Vektor transformierten Agrobakterien-
Stammes angezogen. Mit 5 ml dieser Kultur wurden 200 ml YEB-Medium (100 µg/ml 
Rifampicin, 25 µg/ml Kanamycin und 100 µg/ml Carbenicillin) inokuliert (2.4.2). Die 
Inkubation erfolgte über Nacht bei 28°C und 220 rpm. Anschließend wurden die Zellen zum 
Entfernen des Kulturüberstandes sedimentiert (4800 x g, 20 min, RT) und in 
Infiltrationsmedium (5 %ige Saccharose-Lösung mit 0,05 % des Detergens Silwet L-77) 
resuspendiert, wobei die OD600 0,8 betrug. Die Arabidopsis-Infloreszenzen wurden komplett 
in die Bakterienlösung für 3-10 min getaucht und dabei leicht geschüttelt. Die Pflanzen 
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wurden über Nacht in eine Plastiktüte gelegt um die Feuchtigkeit zu erhalten und somit das 
Eindringen der Agrobakterien zu begünstigen. Die Pflanzen wurden nach Entfernen der 
Plastiktüte aufrecht gestellt. Bis zur Samenreife wurden die Pflanzen normal gegossen und 
dann das Giessen eingestellt. Zur Regeneration transformierter Arabidopsis-Pflanzen wurden 
die Samen sterilisiert, über Nacht bei 4°C vernalisiert und auf Selektions-Platten ausgelegt 
(2.4.6). Putative Transformanten wurden anschließend in Erde gesetzt 
 
 
2.5 Isolierung von Plasmid-DNA 
 
2.5.1 Mini-Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli  
Die hier beschriebene Methode zur Plasmidpräparation aus E. coli ist modifiziert nach Riggs 
& McLachlan (1986). Zur Plasmid-Minipräparation wurden Einzelkolonien transformierter 
Zellen mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und in 2 ml LB-Medium mit entsprechendem 
Antibiotikum über Nacht im Roller bei 37°C angezogen. Am Morgen wurden 1,5 ml der 
Kultur in Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt und die Zellen bei 20.000 x g für 15 sec 
sedimentiert. Nach Abnehmen des Überstandes wurde das Sediment in 200 µl BF-Puffer mit 
1 mg/ml Lysozym resuspendiert und für 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde die 
Suspension für eine Minute im Wasserbad aufgekocht, für 2 min auf Eis abgekühlt und 
anschließend für 45 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Aus dem resultierenden Überstand 
wurden in einem sauberen Eppendorf-Reaktionsgefäß durch Zugabe von 500 µl IS-Mix und 
Inkubation bei RT für 30 min die Nukleinsäuren ausgefällt und anschließend bei 20.000 x g 
für 30 min sedimentiert. Nach einmaligem Waschen der Nukleinsäuren mit 70 %igem Ethanol 
wurden diese in 50 bis 100 µl A. dest gelöst und 3 µl RNAse A (aus einer Stammlösung von 
10 mg/ml RNAse A in A. dest) dazugegeben. Nach 30 min Inkubation bei RT konnte die 
Plasmid-DNA für weitere Untersuchungen verwendet oder bei - 20°C gelagert werden. 
 
BF-Puffer 
8 % Sucrose (w/v) 
0,5 % Triton X-100 (w/v) 
50 mM EDTA, pH 8,0 
10 mM Tris/HCl, pH 8,0 
 
Lysozym-Lösung 
20 mg/ml in A. dest, bei -20°C gelagert 
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IS-Mix 
400µl Isopropanol 
80µl  Ammoniumacetat (5 M) 
 
 
2.5.2 Maxi-Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli  
Zur Isolierung größerer Mengen von Plasmid-DNA wurde ein säulenchromatographisches 
Verfahren mittels Ionenaustauschersäulen der Firma Qiagen durchgeführt. Die Reinigung der 
Plasmid-DNA beruht auf einer selektiven Bindung der DNA an das Säulenmaterial unter 
hohen Salzkonzentrationen und der Elution der DNA unter Niedrigsalzbedingungen. Im 
allgemeinen wurden zu diesem Zweck Kulturen in einem Volumen von 100 ml LB-Medium 
mit entsprechendem Antibiotikum über Nacht kultiviert und den Angaben des Herstellers 
entsprechend aufgearbeitet. 
 
 
2.5.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus A. tumefaciens  
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus A. tumefaciens erfolgte modifiziert nach Walkerpeach 
& Velten (1994). Dazu wurde eine Einzelkolonie in 5 ml YEP-Flüssigmedium mit 
entsprechenden Antibiotika bei 28°C für 24 h im Roller inkubiert. Die gesamten 5 ml wurden 
in drei Schritten in einem Eppendorfgefäß je 10 min bei 14.000 x g zentrifugiert. Das 
Bakteriensediment wurde in 100 µl Suspensionslösung (50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCl, 
pH 8,0, 10 mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert, 20 µl Lysozym (20 mg/l) zugegeben, gemischt 
und 15 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 200 µl Zell-Lysislösung (0,2 M NaOH, 
1,0 % SDS) zupipettiert und gemischt. Nach Zugabe von 50 µl Phenol (äquilibriert mit dem 
zweifachen Volumen der Zell-Lysislösung) wurde der Ansatz kräftig gemischt, mit 200 µl 
Neutralisierungslösung (3M Na-Acetat, pH 5,2) versetzt, 15 min bei - 20°C inkubiert, 20 min 
bei 14.000 x g zentrifugiert und der Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Die 
DNA wurde mit dem 2,5 fachen Volumen Isopropanol für 10 min auf Eis gefällt, durch 10 
min Zentrifugation bei 14.000 x g sedimentiert, in 400 µl TE-Puffer (10 mM Tris-HCl; 0,1 
mM EDTA; pH 7,8) resuspendiert und mit dem gleichen Volumen Phenol-Chloroform (1:1) 
und Chloroform extrahiert. Daran schloß sich eine weitere Fällung der DNA an. Nach 
Trocknen des DNA-Sediments wurde dieses in 50 µl A. dest resuspendiert. Für den 
gleichzeitigen Restriktions- und RNaseA-Verdau wurden 10-15 µl eingesetzt. 
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2.6 Isolierung von genomischer DNA  
 
2.6.1 Isolierung genomischer DNA aus S. hanedai 
15 ml einer dichtgewachsenen S. hanedai-Kultur wurden 15 min zentrifugiert (4000 rpm, 
4°C) und der Überstand abgezogen. Das Pellet wurde in 500 µl SE-Puffer (120 mM NaCl, 50 
mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert, in ein Eppendorfgefäß überführt und für 2 min bei 14000 
rpm und 4°C pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 340 µl Lysis-Puffer 
(25 % Sucrose, 50 mM Tris, 100 mM EDTA pH 8,0) und 34 µl Lysozym (20 mg/ml) 
aufgenommen. Die Probe wurde für 1 h bei 37°C bei 220 rpm geschüttelt. Anschließend 
wurde der Ansatz mit 2 µl Proteinase K (20 mg/ml) und 8 µl SDS (20 %) versetzt und 30 min 
bei 50°C inkubiert. Die Probe wurde zur Extraktion der genomischen DNA mit 1 ml 
Phenol/Chloroform versetzt und 1 min gevortext. Zur Phasentrennung wurde die Probe 
zentrifugiert (5 min, 14000 rpm, 4°C). Die obere wässrige Phase wurde in ein neues 
Eppendorfgefäß überführt, mit 1 ml Phenol/Chloroform versetzt, erneut 1 min gevortext und 
wie oben zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorfgefäß gegeben und mit 
66 µl Na-Acetat (3M) versetzt. Anschließend wurden 800 µl Ethanol abs. (-20°C) zugegeben 
und die DNA 30 min bei -20 °C gefällt. Schließlich wurde der Ansatz zentrifugiert (5 min, 
14000 rpm, 4°C) und das Sediment mit 500 µl Ethanol (70 %) gewaschen. Der Überstand 
wurde vorsichtig abgenommen und das klare Pellet getrocknet. Die genomische DNA wurde 
in 50 A.dest aufgenommen mit RNase (10mg/ml) versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. 
Nach Konzentrationsbestimmung (2.8.3) wurde die DNA bei 4°C gelagert. 
 
2.6.2 Isolierung genomischer DNA aus A. thaliana 
Genomische DNA-Isolierung aus A. thaliana erfolgte mit dem Chemagic DNA-Plant Kit 
(Chemagen) nach Angaben des Herstellers. Als Ausgangsmaterial dienten 150 mg A. thaliana 
Blattmaterial. 
 
 
2.7 Isolierung von RNA 
Bei der Isolierung und beim Umgang mit RNA wurde versucht, die Kontamination mit RNase 
möglichst gering zu halten. Alle Arbeitsschritte  wurden rasch durchgeführt. A. dest. und die 
Lösungen wurden mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltem A. dest. angesetzt (SDS, 
Tris/HCl, EDTA, 70 % (v/v) Ethanol). Dazu wurden die Lösungen bzw. das A. dest. vor dem 
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Autoklavieren mit 0,1 % (v/v) DEPC versetzt und über Nacht bei RT gerührt. Zudem wurden 
RNase-freie Pipettenspitzen und Reaktionsgefäße verwendet. Flaschen, Spatel, Mörser, 
Pistille und Rührfische wurden 6-8 h bei 180°C gebacken.  
 
2.7.1 Isolierung von RNA aus Thraustochytrium 
In ein 2 ml Eppendorfgefäß wurden 750 µl Lysis-Puffer und 750 µl 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1 (v/v/v)) vorgelegt. 1g Thraustochytrium 
Zellpellet wurde in einem Mörser mit flüssigem Stickstoff gemörsert. Das Pulver wurde in 
das 2 ml Eppendofgefäß überführt, 20 min gevortext und anschließend zur Entfernung der 
Zelltrümmer zentrifugiert (20 min, 14000 rpm, RT). Die wässrige obere Phase wurde in ein 
neues Eppendorfgefäß überführt mit 750 µl Phenol/Chloroform versetzt, kurz gevortext und 
zur Phasentrennung zentrifugiert (20 min, 14000rpm, RT). Die Oberphase wurde in ein neues 
Eppendorfgefäß pipettiert, zur Fällung der RNA mit 0,75 Volumen 8 M LiCl versetzt und 
mindestens 8 h bei 4°C gefällt. 
Die gefällte RNA wurde durch Zentrifugation (20 min, 14000 rpm, 4°C) sedimentiert. Das 
RNA-Pellet wurde in 500 µl DEPC-Wasser aufgenommen und erneut unter Zugabe von 1/10 
Volumen 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und 3 Volumen Ethanol für 2 h bei -20°C gefällt. Das RNA 
Sediment wurde mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert (15 min, 14000 
rpm, 4°C), kurz getrocknet und in 50-100 µl A. dest aufgenommen. Bei hohem RNA-Gehalt 
wurde der Ansatz zur vollständigen Lösung 10-15 min bei 65°C inkubiert.  
 
Lysis-Puffer  
600 mM NaCl 
100 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
20 mM Na2EDTA 
2 % SDS 
 
 
2.7.2 Isolierung von Poly-(A+)-RNA 
Die Präparation der mRNA wurde mit Dynabeads Oligo-(dT)25 (Dynal, Hamburg) 
durchgeführt. Dabei handelt es sich um ferromagnetische Partikel, an die über einen Linker 
Oligo-d(T)-Moleküle kovalent gebunden sind. Die Beschaffenheit der Beads ermöglicht 
einerseits eine schnelle Resuspendierung durch leichtes Schütteln, andererseits können die 
Beads in einem Magnetfeld innerhalb weniger Sekunden vom jeweiligen Puffer getrennt 
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werden. Dazu werden die Reaktionsgefäße in einen magnetischen Ständer gestellt, die 
Abtrennung abgewartet und der Überstand abpipettiert. 
Ausgangsmaterial für die Gewinnung von Poly-(A+)-RNA mittels Dynabeads war Gesamt-
RNA. Die Präparation der mRNA wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. 
Die Elution der mRNA von den Beads erfolgte in 10 µl DEPC-Wasser, dieser Schritt wurde 
wiederholt und die beiden eluierten Fraktionen vereinigt. 
 
 
2.8 Reinigung, Fällung und Konzentrationsbestimmung von Nuklein-
säuren 
 
2.8.1 Reinigung von Nukleinsäuren 
Zur Abtrennung von Proteinverunreinigungen aus Nukleinsäurelösungen wurden diese einer 
Phenolextraktion unterzogen. Dazu wurden die Lösungen mit 1 bis 2 Volumina 
Phenol : Trichlormethan 1:1 (v/v) versetzt, gemischt und bis zur Phasentrennung bei 20.000 x 
g zentrifugiert. Anschließend wurde der wässrige Überstand abgenommen und in ein sauberes 
Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis an der 
Grenzschicht der zwei Phasen keine weiße Interphase aus präzipitierten Proteinen mehr 
sichtbar war. Dann wurde, um in der wässrigen Phase verbliebenes Phenol zu entfernen, 
einmal mit Trichlormethan extrahiert, wiederum bis zur Phasentrennung zentrifugiert und die 
wässrige Oberphase abgenommen. 
 
2.8.2 Fällung von Nukleinsäuren 
Die Fällung von Nukleinsäuren erfolgte zur Konzentrierung sowie zur Entsalzung. Zur 
Fällung von Nukleinsäuren wurden diese mit dem 2,5 fachen Volumen 96 %igem Ethanol 
und 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) versetzt. Nach halbstündiger Fällung bei - 20°C 
erfolgte eine Zentrifugation bei 20.000 x g für 20 min. Der Überstand wurde abgegossen, das 
Sediment mit 500 µl 70 %igem Ethanol gewaschen und anschließend getrocknet. Das 
Sediment wurde in einem angemessenen Volumen 10 mM Tris/HCl, pH 8,0 gelöst und die 
Konzentration und Reinheit bestimmt. Sollten kleinere Fragmente von unter 100 bp nicht 
gefällt werden, wurden statt Ethanol 0,7 Volumen Isopropanol zur Präzipitation eingesetzt. 
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2.8.3 Bestimmung der Konzentration und Qualität von Nukleinsäuren 
Die Konzentration von genomischer DNA, Plasmid-DNA, Gesamt-RNA und gelösten 
Oligonukleotiden wurde photometrisch bestimmt. Dazu wurde die Extinktion der Probe bei 
einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm bestimmt. Für Nukleinsäurekonzentrationen 
besteht folgender Zusammenhang (Sambrook et al., 1989): 
RNA: 1 OD260 nm = 40 µg/µl 
DNA: 1 OD260 nm = 50 µg/µl 
Oligonukleotide: 1 OD260 nm = 33 µg/µl 
Verunreinigungen der Nukleinsäurelösungen mit Proteinen wurden aus dem Verhältnis 
OD260 nm/OD280 nm abgeschätzt. Dieser Quotient sollte bei DNA zwischen 1,8 und 1,9 liegen. 
Bei sehr geringen Konzentrationen von Nukleinsäuren wurden diese mittels 
Gelelektrophorese durch Vergleich mit DNA-Lösungen bekannter Konzentration bestimmt. 
Parallel zum Marker wurde ein definiertes Volumen der zu bestimmenden Lösung 
aufgetragen und die Menge der enthaltenen DNA unter UV-Licht abgeschätzt. 
 
 
2.9 Agarose-Gelelektrophorese 
 
2.9.1 Agarose-Gelelektrophorese von DNA und RNA 
Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in Agarosegelen, deren 
Konzentration sich nach den erwarteten Größen der aufzutrennenden DNA-Fragmente 
richtete (Sambrook et al. 1989). Die Lösung der Agarose erfolgte durch Aufkochen in TAE-
Puffer. Anschließend wurde dem noch flüssigen Gel Ethidiumbromid in einer 
Endkonzentration von 3 µg/100 ml zugesetzt und das Gel in einen Gelträger gegossen. Die 
DNA-Proben wurden mit 0,1 Vol. 10-fach Probenpuffer versetzt in die Geltaschen geladen 
und mit einer Feldstärke von ca. 4 V/cm in horizontalen Agarosegellen in Kammern (19 cm x 
13 cm) aufgetrennt. Die Bestimmung der Fragmentlängen erfolgte durch Vergleich mit 
unterschiedlichen Längenstandards.  
Bei der Analyse von RNA wurde die Elektrophoresekammer, Gelträger und Kämme 
sorgfältig mit DEPC-Wasser gewaschen und die Proben wie DNA behandelt. 
TAE-Puffer 
40 mM Tris/Acetat, pH 7,5 
20 mM Natriumacetat 
1 mM EDTA 
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Ethidiumbromid-Stammlöung 
10 mg/ml Ethidiumbromid in A. dest (w/v) 
 
10-fach-Ladepuffer 
250 mM EDTA, pH 8,0 
10 % Ficoll (w/v) 
0,25 % Bromphenolblau (w/v) 
0,25 % Xylenxyanol (w/v) 
 
5-fach-Kresolrot-Ladepuffer 
1 mM Kresolrot 
60% (w/v) Sucrose 
 
DNA-Längenstandard 1kb DNA Ladder (MBI Fermentas) 
10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 bp 
 
DNA-Längenstandard 100bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas) 
3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp 
 
 
2.9.2 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Die Elution von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem Qiaex II-Kit der Firma Qiagen. Die 
Durchführung erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers. 
 
 
2.10 PCR, Primer und Klonierung von PCR-Fragmenten 
 
2.10.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Für die Amplifikation von DNA-Fragmenten durch die Polymerase-Kettenreaktion (Mullis et 
al., 1986) wurden zwei unterschiedliche Enzyme verwendet. Die Taq-DNA-Polymerase 
(Gibco BRL) aus Thermus aquaticus wurde für die Amplifikation mit genomischer oder 
cDNA als Matrixe mit degenerierten Primern verwendet. Aufgrund ihrer terminalen 
Transferase-Aktivität konnten die entstandenen PCR-Produkte in den Vektor pTOPO 
(pTOPO Klonierungskit, Invitrogene) kloniert werden. Für alle weiteren Amplifikationen 
wurde die Pfu-Polymerase (Promega) verwendet, die über eine proof-reading-Aktivität 
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verfügt. Da sie keine terminale Transferase-Aktivität besitzt, wurden diese PCR-Produkte in 
einen SmaI-geschnittenen Vektor pUC18 ligiert oder mit der Taq-DNA-Polymerase 
nachinkubiert und anschließend in den Vektor pTOPO kloniert. 
 
Standard Taq-PCR-Ansatz: 1-100 ng DNA 
 5 µl 10 x PCR-Puffer 
 3 µl MgCl2 (50 mM) 
 0,5 µl dNTPs (25 mM) 
 100 pmol Primer 1 
 100 pmol Primer 2 
 2,5 U Taq-DNA-Polymerase 
 ad 50 µl A. dest. 
 
 
Standard Pfu-PCR-Ansatz: 10-50 ng DNA 
 5 µl 10 x PCR-Puffer mit MgCl2  
 0,5 µl dNTPs (25 mM) 
 100 pmol Primer 1 
 100 pmol Primer 2 
 5 U Taq-DNA-Polymerase 
 ad 50 µl A. dest. 
 
Temperaturprofil: 
   95°C 3 min 
   96°C 30 sec
30 Zyklen   Tm- 3°C 30 – 45 sec 
   72 °C 1 min für 1 kb zu amplifizierende DNA (Taq) 
    2 min für 1 kb zu amplifizierende DNA (Pfu)
   72 °C 10 min 
 
Der Tm-Wert richtete sich nach den eingesetzten Primern und berechnet sich nach der "4+2-
Regel". Hierbei wurden für jedes im Primer enthaltene Adenin und Thymidin 2°C und für 
jedes enthaltene Guanin oder Cytidin 4°C addiert. Dabei wurden Überhänge wie zum Beispiel 
Restriktionsschnittstellen, die an das zu amplifizierende Fragment angefügt werden sollten, 
nicht mitgerechnet. In diesem Fall wurde vielmehr die Amplifikationsphase in zwei Stufen 
unterteilt. Zunächst wurden bei niedriger Annealingtemperatur für zumeist sieben Zyklen die 
Restriktionsschnittstellen angefügt, um danach bei entsprechend erhöhter 
Annealingtemperatur fortzufahren. Bei PCR-Primern mit sehr unterschiedlichen Tm-Werten 
wurde eine touch down-PCR durchgeführt, bei der die Hybridisierungstemperatur in jedem 
Zyklus um 0,1-0,3°C verringert wurde. 
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Nachinkubation eines Pfu-PCR-Produktes mit der Taq-DNA-Polymerase: 
 50 µl PCR-Ansatz 
 10 µl 10x PCR-Puffer 
 6 µl MgCl2 (50 mM) 
 10 U Taq-DNA-Polymerase 
 ad 100 µl A. dest 
 Der Ansatz wurde 30 min bei 72 °C inkubiert. 
 
Gewöhnlich wurden 10 µl des PCR-Ansatzes mittels Agarosegelelektrophorese analysiert 
(2.9.1). Die Reinigung der PCR-Produkte erfolgte durch Auftrennung über Agarose-
Gelelektrophorese (2.9.2). 
 
2.10.2  Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR) 
In der Reversen Transcriptase Reaktion wird RNA in komplementäre DNA (cDNA) 
umgeschrieben. Zu diesem Zweck wurde der "One Step RT-PCR Kit" der Firma Qiagen 
genutzt. Die Anwendung erfolgte gemäß der Angaben des Herstellers und die eingesetzten 
Primer entsprachen den durch den Hersteller gegebenen Erfordernissen. In dieser Reaktion 
wird ein cDNA-Erststrang durch reverse Transkription mit MMLV-Polymerase synthetisiert 
und anschließend durch die Taq-Polymerase amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in den 
pTOPO-Vektor kloniert. 
 
 
2.10.3 Primer 
Tabelle 2.1 Sequenzen der eingesetzten Primer: Die Schmelztemperatur Tm (°C) der Oligonukleotide wurde 
nach Suggs et al. (1981) berechnet: Tm (°C) = 4 (G+C) + 2 (A+T) 
Für die Sequenzen der degenerierten Primer wurden folgende Abküzungen verwendet:  
R= A, G;  Y=C, T;  M=A, C;  K=G, T; 
S=C, G  W=A, T; H= A, C, T; B=C, G, T  
V=A, C, G D=A, G, T N=A,C,G,T 
 
Primer Sequenz  Tm (°C)
Degenerierte Primer für genomischen S. hanedai-DNA: 
SH100 5'-MRT SMT ATY ATA ATY GST AAT CAC-3' 55 
SH130 5'-WST CTT SYT TGG ATY CCT TTS TTY GGT-3' 63 
SH170 5'-ASW ACG GGT ACC TTC WGG GAA CAT CCA-3' 67 
SH190 5'-AGC GTG RAA WGC ACC RGT YTT GAA AGG-3' 66 
SH260 5'-ATC CAA YTC AGC BAW CTT WKS TTC CAT-3' 61 
Spezifische S. hanedai Primer für genomischen Bank: 
SH-A 5'-CCT TTG TTT GGT CAG ATT TAC TG-3' 57 
SH-B 5'-GGT CAG ATT TAC TGG TTG TCC-3' 58 
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Primer Sequenz  Tm (°C)
SH-C 5'-CGG AAA TAT CCA GAT AGA TAA CG-3' 57 
SH-D 5'-ATC CAG ATA GAT AAG CAC TTA CT-3' 55 
   
Primer für S. hanedai pQE-Konstrukte: 
Sh-pQE_for 5'-ACA TGC ATG CTA CTG CTA GCA TTT GT-3' 61 
Sh-pQE70_rev 5'-GGA AGA TCT TTA CTT TGC CAT TAA GGC TGA-3' 64 
Sh-pQE70_rev_his 5'-GGA AGA TCT CTT TGC CAT TAA GGC TGA AG-3' 65 
Primer für S. hanedai Gateway-Konstrukte: 
Sh –GW_for 5'-CAC CAT GGT ACT GCT AGC AT-3' 57 
Sh-GW_rev_his 5'-ATC AGT GAT GGT GAT GGT GAT GCG TTG CCA TTA 61 
     AGG CTG AAG CT-3'  
   
Primer für Thraustochytrium sp.-Sonde:  
LPAAT069-5´ 5'-GCT ACA TTG CCA TGG AGC-3' 56 
LPAAT069-3´ 5'-GCT ACA AGA GGT CAG GTC G-3' 59 
Primer für Thraustochytrium sp. pQE-Konstrukte:  
ACtrau-5´ 5'-CTG GAT CCA TGA GCG CGT GGA CGA G-3' 69 
Actrau-3´ 5'-TTG GAT CCC TAC AAG AGG TCA GGT CG-3' 66 
Actrau-3_his´ 5'-TTG GAT CCC AAG AGG TCA GGT CGG A-3' 66 
Primer für Thraustochytrium sp. pYES2-Hefekonstrukte: 
Ts_pYES-HIS-5´ 5'-CTG AGC TCA TGA GCG CGT GGA G-3' 69 
Ts_pYES-HIS-3´ 5'-ATG GAT CCG TGA TGG TGA TGG TGA TGC AAG AGG-3' 72 
   
Primer für Thraustochytrium sp. Gateway-Konstrukte: 
Ts-GW_for 5'-CAC CAT GGG CGC GTG GAC GAG G-3' 68 
Ts-GW_rev 5'-ATC ACA AGA GGT CAG GTC GGA CGT A-3' 74 
Ts-GW_rev_his 5'-ATC AAT GGT GAT GGT GAT GGT GCA AGA GGT CAG 74 
     GTC GGA CGAT A-3'  
   
 
 
2.11 Arbeiten mit DNA-modifizierenden Enzymen 
 
2.11.1 Restriktionsenzyme 
Zur Restriktion von Plasmid-DNA wurden Restriktionsendonukleasen der Firma New 
England Biolabs und MBI Fermentas verwendet. Alle Enzyme wurden vom Hersteller mit 
passenden 10-fach Puffer und gegebenenfalls mit BSA-Lösung geliefert. Die Enzyme wurden 
den Angaben der Hersteller entsprechend eingesetzt. Analytsche Restriktionsansätze wurden 
ca. 1 h bei der empfohlenen Temperatur inkubiert. Präparative Restriktionsansätze wurden 
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mindestens 4 h, meist aber über Nacht inkubiert. Die Restriktion wurde durch Agarose-
Gelelektrophorese überprüft (2.9.1). 
 
2.11.2 Alkalische Phosphatase 
Zur Verhinderung der Religation von zwei kompatiblen Enden eines aufgeschnittenen 
Vektors wurde dieser dephosphoryliert. Die Entfernung der Phosphatreste an den 5'-Enden 
eines DNA-Fragments wurde enzymatisch mit alkalischer Phosphatase aus Kälberdarm (MBI 
Fermentas) vorgenommen. Dieses Enzym wurde, unabhängig vom eingesetzten Puffer, 30 
min nach Beginn einer Restriktion zum Reaktionsansatz zugegeben. Des Weiteren wurde den 
Angaben des Herstellers gefolgt. 
 
2.11.3 Polynukleotid-Kinase 
T4-Polynukleotidkinase (MBI Fermentas) wurde zur Phosphorylierung von PCR-Produkten 
aus Amplifikationen mit Pfu-Polymerase benötigt, da die Primer am 5'-Ende nicht 
phosphoryliert sind und die erhaltenen Fragmente folglich nicht in dephosphorylierte 
Vektoren ligiert werden können. T4-Polynukleotidkinase benötigt ATP zur Phosphorylierung, 
das in dem entsprechenden Reaktionspuffer nicht enthalten ist. Daher wurde der bereits ATP 
enthaltene Reaktionspuffer der T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas) verwendet. Ansonsten 
wurde nach Herstellerangaben vorgegangen. 
 
2.11.4 Ligase 
Zur Ligation wurde die T4-DNA-Ligase von MBI Fermentas benutzt. Um eine optimale 
Ligation zu gewährleisten, muss das Konzentrationsverhältnis zwischen Vektor- und DNA-
Fragment stimmen. Das zu klonierende Fragment sollte bezüglich der Molarität etwa dreimal 
so hoch konzentriert sein wie der Vektor. In einigen Fällen wurde dieses Verhältnis auf 2:1 
oder 1:1 erniedrigt, um ein optimales Ergebnis zu erreichen. Es wurden grundsätzlich 5 ng 
Vektor pro 1 µl Ligationsansatz verwendet. Weitergehend wurde der Vektor, sofern selbst 
hergestellt, an den 5'-Enden dephosphoryliert, um eine Rezyklisierung zu verhindern. Eine 
Ligation wured bei 16°C für mindestens zwei h oder über Nacht durchgeführt.  
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2.12 Computergestützte Auswertung  
Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte am PC mit Hilfe folgender Programme: 
 
CHROMAS 1.4.3  http://trishil.sci.gu.edu.au/~conor/chromas.html 
Editierung von Sequenzdaten  
CLUSTAL (X 1.81)  Higgins & Sharp (1988) 
Aminosäurevergleich von Sequenzen 
BLAST   Altschul et al. (1990 
Sequenzvergleiche mit Sequenzen der “GenBank” von  
NCBI (National Center of Biotechnology Information) 
CLONE  (Clone Manager for Windows, Version 4.1, 1995-1996, Scientific & 
Educational Software) 
In silico-Klonierungen 
 
 
2.13 Nichtradioaktive Markierung von DNA 
DNA-Sonden wurden nichtradioaktiv mit dem "PCR Dig Probe Synthesis Kit" (Roche) 
markiert. Dabei wurden DNA-Fragmente in einer PCR-Reaktion mit Digoxigenin-markierten 
Desoxyuridintriphosphat (DIG-dUTP) markiert. Die Detektion erfolgte anschließend mittels 
eines Anti-Digoxygenin-Antikörpers, der mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist, und 
Zugabe von Chemilumineszenz- oder Farbsubstraten. 
Um Hintergrundsignale zu vermeiden, die auf Vektorsequenzen zurückzuführen sind, wurde 
für die PCR-Markierung zunächst in einer ersten PCR mit unmarkierten dNTPs die 
gewünschte DNA amplifiziert, das lineare Fragment über ein Agarosegel gereinigt und als 
Template für die eigentliche PCR-Markierung benutzt, bei der wieder das Primerpaar der 
ersten PCR eingesetzt wurde. Die Durchführung der Markierungsreaktion richtete sich nach 
den Angaben des Herstellers.  
 
2.14 Isolierung von c-DNA Klonen aus cDNA-Banken  
Durch Absuchen der cDNA-Bank mit einer DIG-markierten Sonde wurde ein putativer 
Acyltransferase-Klon aus Thraustochytrium sp. isoliert. Für die Isolierung des Volllängen-
cDNA-Klons standen zwei cDNA-Banken zur Verfügung, die bereits in EST-
Sequenzierungsprojekten verwendet wurde. Hierbei handelte es sich um eine Zap-cDNA® 
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Bank (Stratagene) und eine λ-TripleEx2 cDNA-Bank™ (Clontech) die von BASF Plant 
Science zur Verfügung gestellt wurden. Die Erstellung der Sonde erfolgte mit den Primern 
LPAAT069-3' und LPAAT069-5', abgeleitet von der cDNA-Sequenz des EST-Klons 
s_t002038069. 
 
2.14.1 Titerbestimmung 
Für das erste Screening sollten je 5 x 104 Plaques auf großen NZY-Platten ausplattiert 
werden. Daher mußte zunächst der Titer der cDNA-Bank bestimmt werden. Dies erfolgte 
nach Angaben des Herstellers.  
 
2.14.2 Screening der Bank 
Es wurden je Screening 5 x 104 Plaques auf 10 große NZY-Platten, entsprechend der 
Herstellerangaben, ausplattiert. Für den Transfer der Phagen auf Nitrocellulose-Filter 
(HybondTM-C, Amersham) wurden die Filter 1 min auf die Platten gelegt und ihre genaue 
Lage durch 3 Einstiche mit einer Kanüle markiert. Anschließend wurden die Filter mit der 
Abdruckseite nach oben zunächst 5 min mit Denaturierungs-Lösung, dann 5 min mit 
Neutralisierungs-Lösung und schließlich 15 min mit 2 x SSC-Lösung behandelt. Dies erfolgte 
auf 3 Bögen Whatman 3 MM Papier, die mit den Lösungen getränkt waren. Nach fünf 
minütigem Trocknen der Filter wurde die DNA durch UV-Behandlung mit 0,12 Joule/cm2 
(UV-Crosslinker, Hoefer Scientific Instruments) fixiert. Hybridisierung und colorimetrische 
Detektion erfolgten mit dem "Dig System für Filter Hybridisierung" von Roche entsprechend 
den Angaben des Herstellers. Die Hybridisierung erfolgte mit Standard-Puffer, dazu wurde 
80 ml Standard-Puffer mit 15 µl des Sonden-PCR-Ansatzes versetzt. Die Detektion basiert 
auf einer Farbreaktion von 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat (BCIP) und Nitroblau-
tetrazoliumchlorid (NBT). Hierbei katalysiert die an den Antikörper konjugierte alkalische 
Phosphatase die Dephosphorylierung von BCIP. Das Reaktionsprodukt oxidiert dann in 
Gegenwart des Elektronenakzeptors NBT. Zusammen bilden die beiden Reaktionsprodukte 
einen blauen Niederschlag, der sich am Ort der Reaktion auf den Membranen absetzt. Nach 
erfolgter Detektion wurde die genaue Lage der Signale sowie die drei Orientierungspunkte 
der Filter auf Plastikfolien übertragen, um mit diesen als Schablone die positiven Plaques auf 
den Platten zu identifizieren. Diese wurden dann mit einem abgeflammten Korkbohrer 
(Durchmesser 5 mm) ausgestochen, in 1 ml SM-Puffer mit 20 µl CHCl3 überführt und die 
Phagen aus den Agarstücken über Nacht bei 4°C eluiert. Ein exaktes Ausstechen der Plaques 
war durch deren hohe Dichte und geringe Größe kaum möglich. Daher werden in der Regel 
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ein bis zwei "Rescreens" durchgeführt. In diesem Fall wurden die Phagenlysate mittels PCR 
und den Primern LPAAT069-3' und LPAAT-5' analysiert. Dazu wurde 1 µl des 1:10 
verdünnten Phagenlysates für die PCR als Template eingesetzt. Mit positiven Lysaten wurden 
in-vivo-Exzisionen nach Angaben des "ZAP-cDNA Gigapack II Gold Cloning Kit" 
(Stratagene) durchgeführt, wobei von den infizierten SOLR-Zellen statt der angegebenen 10-
50 µl nur 2µl auf LB-Amp-Platten ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert wurden. Die 
Plasmide der erhaltenen Kolonien wurden direkt mittels PCR und den Primern LPAAT-3' und 
LPAAT-5' untersucht. Positive Kolonien wurden für  Plasmid-Minipräparationen eingesetzt 
und die isolierten Plasmide über PCR, Restriktionsanalysen sowie DNA-Sequenzierungen 
analysiert. 
 
NZY-Medium (g/l) 
5 g NaCl 
5 g Hefeextrakt 
10 g NZ-Amin (Caseinhydrolysat) 
 pH 7,5 mit NaOH 
2 g MgSO4 (sterilfiltriert) 
 NZY-Platten enthielten zusätzlich 15g/l Agar. 
 
Denaturierungs-Lösung 
0,5 M NaOH 
1,5 M NaCl 
 
Neutralisierungs-Lösung 
1 M Tris-HCl, pH 7,5 
1,5 M NaCl 
 
20 x SSC 
3 M NaCl 
0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 
 
  Material und Methoden 
 47
Standard-Puffer 
5 x SSC 
0,1% (w/v) N-Laurylsarcosin  
0,02%(w/v) SDS 
1% Blocking Reagens 
 
SM-Puffer (g/l) 
5,8 g NaCl 
2 g MgSO4. 
50 mM Tris-HCl, pH 7,5 
0,01% Gelatine 
 
 
2.15 Generierung einer genomischen Bank aus S. hanedai 
Unter einer genomischen Bank versteht man eine Population klonierter DNA-Fragmente, die 
in ihrer Gesamtheit das Genom eines Organismus repräsentieren. Aus einer genomischen 
Bank können einzelne DNA-Fragmente und somit auch einzelne Gene isoliert und 
charakterisiert werden. 
 
2.15.1 Vorbereitung der genomischen DNA 
Zur Herstellung der genomischen Bank wurde die genomische DNA aus S. hanedai wie unter 
2.6.1 beschrieben isoliert und partiell mit Sau3A (Bsp143, MBI Fermentas) restringiert. 
Sau3A erkennt eine Abfolge von vier Basenpaaren, dabei werden DNA-
Restriktionsfragmente sehr unterschiedlicher Länge erhalten, die einander in weiten 
Bereichen überlappen. In Vorversuchen wurde die optimale Konzentration des 
Restriktionseenzyms Sau3A für den Verdau ermittelt. Durch den Einsatz einer 
Restriktionsenzymkonzentration von 0,02 U/µg genomischer DNA konnte eine 
Fragmentpopulation mit einem Maximum von Fragmenten im Größenbereich von 1-8 kb 
generiert werden. In dem präparativen Ansatz wurde 130 µg genomische DNA mit 2,5 U 
Sau3A für 30 min bei 37°C behandelt. Der partielle Verdau wurde durch Inaktivierung des 
Restriktionsenzyms für 5 min bei 70°C beendet, auf ein 1 % iges Agarosegel aufgetragen und 
durch die Elektrophorese nach Größen getrennt (2.9.1). Die Fragmente mit einer Größe von 
2-4 kb wurden aus dem Gel ausgeschnitten und anschließend aus dem Agarosegel eluiert 
(2.9.2). Durch Auftragen eines Aliquots der eluierten DNA auf ein Agarosegel wurde die 
Konzentration abgeschätzt (2.8.32.8). 
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2.15.2 Vorbereitung der Vektor-DNA 
Der pUC18-Vektor (Invitrogen) wurde für die Bankkonstruktion ausgewählt. Der Vektor 
wurde mit dem Restriktionsenzym BamHI verdaut. BamHI erzeugt kompatible Enden zu 
Sau3A, und ermöglicht so eine Ligation der partiell geschnittenen S. hanedai-Inserts in den 
pUC18-Vektor. Die durch BamHI erzeugten 5´-überhängenden Enden im pUC-Vektor 
wurden dephosphoryliert (2.11.2), um eine Selbstligation auszuschließen. Der 
Dephosphorylierung schlossen sich eine Extraktion (2.8.1) zur Entfernung von Proteinen und 
eine Ethanolfällung (2.8.2) an. Die Konzentration der dephosphorylierten pUC18-Vektor-
DNA wurde über ein Agarosegel bestimmt (2.8.3). Die Dephosphorylierungseffizienz wurde 
durch eine Selbstligation der Vektor-DNA (2.11.4) und Transformation in E. coli Zellen 
bestimmt (2.4.1.2). 
 
2.15.3 Ligation und Transformation 
Zur Erstellung der genomischen S. hanedai-Bank wurden die partiell geschnittenen 
S. hanedai-DNA-Fragmente 2-4 kb (2.15.1) mit dem dephosphorylierten pUC-Vektor (2.15.2) 
über Nacht bei 16°C ligiert (2.11.4), wobei das Vektor zu Insert Verhältnis 1:1 betrug. Die 
Ligation wurde mit 0,5 Volumen 7,5 M NH4-Acetat und zwei Volumen abs. Ethanol gefällt, 
der Ligationsansatz zentrifugiert (10 min, 14000 rpm, 4°C) und zweimal mit 100 µl 70 % 
Ethanol gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde in 10 µl A. dest. Aufgenommen und je 
2,5 µl des Ligationsansatzes in elektrokompetente DH5α-Zellen mit einer 
Transformationseffizienz von 1010 Transformanden pro µg DNA transformiert. Der 
Transformationsansatz wurde auf Selektions-Platten ausplattiert und über Nacht bei 37°C 
inkubiert.  
 
2.15.4 Isolierung der Plasmid-DNA der genomischen S. hanedai-Bank 
Kolonien aus der Transformation des Ligationsansatzes (2.15.3) wurden mit je 10 ml 
Selektions-Medium von den Selektions-Platten abgeschwemmt und in einem 
Erlenmeyerkolben vereinigt. Diese Suspension wurde für 2 h bei 37°C und 220 rpm inkubiert 
um die Plasmide anzureichern. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 4000 x g, 
RT) geerntet, die Plasmid-DNA isoliert (2.5.2) und somit die genomische Bank für S. hanedai 
erhalten. 
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2.15.5 Screening der genomischen S. hanedai-Bank 
Die genomische Bank von S. hanedai wurde mit einer von Hobom et al. (2000) beschriebenen 
PCR-Methode in modifizierter Form abgesucht. Dazu wurde 50 ng amplifizierte S. hanedai-
Bank-DNA in kompetente E. coli SURE-Zellen (Transformationseffizienz 1 x 109) 
transformiert (2.4.1.2). Parallel wurde eine 96-well-Mikrotieterplatte vorbereitet. Dazu wurde 
in jedes well der Mikrotiterplatte 180 µl LB-Selektionsmedium (2.4.1) vorgelegt, mit je 1 µl 
des Transformationsansatzes angeimpft und ÜN bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Je 1 µl aus 
jedem well wurden in eine PCR-Reaktion (2.10.1) mit den Primern SH-A und SH-D 
eingesetzt, um positive Klone in den wells zu identifizieren. Mit 1µl einer 1:1000 
Verdünnung wurden neue Mikrotiterplatten aus den Positiven wells angeimpft. Mit jeder 
Runde aus Verdünnung und Anzucht auf Mikrotiterplatte wurde der gesuchte Klon 
angereichert. Nach ca. vier Runden wurde die Kultur aus einem positiven well erneut 1:1000 
verdünnt und auf Selektionsplatten plattiert. Mit den einzelnen Kolonien wurden Kolonie-
PCRs durchgeführt und der gewünschte Klon erhalten. 
 
 
2.16 Heterologe Expression in E. coli 
 
2.16.1 Klonierung rekombinanter Plasmide in E. coli JC201 
Zur Expression der isolierten cDNA aus S. hanedai und Thraustochytrium sp. in E. coli, 
wurden verschiedene pQE-Vektoren des QIAexpress-Systems (Qiagen) verwendet. Mit 
diesem System wird bei den Vektoren pQE60 und pQE70 eine C-terminale und bei pQE30  
und pQE32 eine N-terminale Addition von 6 Histidinresten (6xHis-Tag) an das exprimierte 
Protein bewirkt. Die Translationsprodukte können mit Hilfe monoklonaler Antikörper gegen 
die Histidin-Domäne im Western-Blot detektiert werden. Das pQE-Expressionssystem bietet 
die Möglichkeit zur Induktion der Expression über das lacIq-System, wobei der Repressor 
lacIq auf dem Plasmid pREP4 lokalisiert ist. 
Zur Klonierung des Expressionsvektors pQE30Ts, QE60Ts und pQE60Ts-his wurde der 
offene Leserahmen der Thraustochytrium-LPAAT mit den Primer AC-trau5´und AC-trau3-
His´, die an ihren 5´-Enden Restriktionsschnittstellen für  HI tragen, in einer PCR-Reaktion 
mit der Pfu-Polymerase (Stratagene) amplifiziert. Es wurden 5 U Pfu-Polymerase sowie 30 ng 
Thraustochytrium-LPAAT-DNA als Template eingesetzt. Die Annealingtemperatur der PCR 
betrug 60°C mit 35 Zyklen. 
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Nach erfolgter PCR wurde das Fragment über ein Agarosegel aufgereinigt, die Enden 
phosphoryliert (T4-Polynucleotid-Kinase, New England Biolabs) und das Fragment in 
pBluescript SK- (Bam HI verdaut, dephosphoryliert) kloniert und der resultierende Vektor 
pBSpT6 in E. coli XL1Blue transformiert. Aus isolierter Plasmid-DNA wurde das PCR-
Fragment mit den Restriktionsenzymen BamHI herausgeschnitten, über ein Agarosegel 
gereinigt und in den ebenso verdauten und gereinigten Vektor pQE30 bzw. pQE60 kloniert. 
Die korrekte Klonierung des cDNA-Fragments im Konstrukt pQE30 und pQE60 wurde an 
den Übergangsstellen mittels Sequenzierung überprüft. Die resultierenden Vektoren pQE30Ts 
und pQE60Ts-His wurden in E. coli JC201/pREP4 oder in E.coli BL21-CodonPlus-
RIL/pREP4 transformiert.  
Mit den Primern AC-trau5' und AC-trau3' wurde der offene Leserahmen für das Konstrukt 
pQE60Ts amplifiziert, wobei in diesem Fall der Primer ein Stopcodon vor der Histidin-
Domäne trägt und somit das Expressionsprodukt keine Histidin-Domäne tragen.  
 
2.16.1.1 Expression im pQE-Expressionssystem 
Die funktionale Expression der Konstrukte pQE30Ts-, pQE60Ts und pQE60Ts-His wurde in 
der thermosensitiven E. coli-Mutante JC201 durchgeführt, so dass die Aktivitäten der 
eingeführten heterologen LPAAT-Gene aus S. hanedai und Thraustochytrium unabhängig 
von der E. coli-eigenen Aktivität im Enzymtest analysiert werden konnten.  
In einigen Fällen wurde die Expression im Protease-defizienten Bakterienstamm BL21-
CodonPlus-RIL (Stratagene) untersucht. 
 
2.16.1.2 Anzucht der Zellen und Induktion 
E. coli JC201-Zellen, die das Repressorplasmid pREP4 sowie ein pQE-Expressionskonstrukt 
trugen, wurden in LB-Medium (100 µg/ml Amp, 25 µg/ml Kan) bei 30°C über Nacht 
kultiviert. Anschließend wurden die Kulturen im gleichen Medium 1:50 verdünnt, bei 30°C 
bis zu einer OD600 von 0,5 inkubiert, mit IPTG (Endkonzentration 1 mM) induziert und die 
Zellen für 2 weitere Stunden bei 30°C kultiviert. 
Die Expression im Protease-defizienten BL21-CodonPlus-RIL/pREP4 der eine der 
Expressionskonstrukte enthielt, wie oben für die JC201-Zellen angegeben. Die Zellen wurden 
in LB-Medium (100 µg/ml Amp, 25 µg/ml Kan, 12,5µg/ml Tet und 50µg/ml 
Chloramphenicol) bei 30°C über Nacht kultiviert. Anschließend wurden die Kulturen im 
gleichen Medium 1:50 verdünnt, bei 30°C bis zu einer OD600 von 0,5 inkubiert, mit IPTG 
(Endkonzentration 1 mM) induziert und die Zellen für 2 weitere Stunden bei 30°C kultiviert. 
  Material und Methoden 
 51
 
2.16.2 Klonierung rekombinanter Plasmide in E. coli über das Gateway-System 
Im Vergleich zur herkömmlichen Klonierung mit Restriktionsenzymen und Ligasen beruht 
das Gateway-System (Invitrogen) auf sequenzspezifischer DNA-Rekombination unter 
Verwendung der Lambda-Rekombinase und entsprechender Rekombinationsstellen 
(Gateway™ Cloning Technology Instruction Manual). 
Das zu klonierende Gen wird in einer PCR-Reaktion amplifiziert, wobei am 5´-Ende vier 
Nukleotide CACC angefügt werden. Diese Nukleotide sind zu dem GTGG-Überhang im 
Eingangs-Vektor (pENTR/SD/D-TOPO, Invitrogen) komplementär und führen zu einer 
orientierten Klonierung. Nach einer direktionalen TOPO-Klonierung befindet sich das Gen 
zwischen den Rekombinationsstellen attL1 und attL2 im Eingangs-Vektor. 
                                
Abb. 1 : attL1 und attR1 (oder attL2 und attR2) rekombinieren und bilden ein Co-Integrat. Die Co-Integrate 
werden durch eine zweite Rekombinations-Reaktion zu zwei Tochtermolekülen aufgelöst. Diese haben die 
gleiche Struktur, unabhängig welches Paar von Rekombinationsstellen (attL1 und attR1 oder attL2 und attR2) 
zuerst miteinander reagiert, um das Co-Integrat zu bilden. Die Selektionierung der Expressionsklone wird 
dadurch erreicht, dass der Rekombinations-Mix in E. coli transformiert wird. Nur die Plasmide ohne ccdB Gen 
aber mit Ampicillin-Resistenz (Apr) führen zu Kolonien. 
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Die Herstellung des Expressions-Vektors aus dem Eingangs-Vektor und dem Zielvektor 
(pDEST) entspricht der Excisionsreaktion des λ-Phagen. Hierbei rekombinieren die zwei attL 
Stellen des Eingangs-Vektors mit den attR Stellen des Destinations-Plasmides unter Zugabe 
des LR-Clonase-Enzyme-Mixes (Abb. 1). Dabei handelt es sich um ein Gemisch aus der λ-
Integrase (Int) und Excisionase (Xis) sowie des Integrations Host Faktor (IHF) aus E. coli. 
Die gewollte Orientierung des Inserts bleibt durch geringfügige DNA-Sequenzunterschiede 
zwischen L1 und L2 sowie R1 und R2 erhalten. Das Gen im Eingangs-Vektor kann simultan 
in verschiedene Bestimmungsvektoren eingefügt werden. 
 
 
2.17 Heterologe Expression in S. cerevisiae 
 
2.17.1 Klonierung und Expression im Hefevektor pYES2 
Für die funktionelle Identifizierung isolierter Klone wurden die offenen Leserahmen mit der 
Pfu-Polymerase durch PCR amplifiziert und in den Hefeexpressionsvektor pYES2 
(Invitrogen) kloniert. Die verwendeten Primer enthielten Restriktionsschnittstellen, um eine 
gerichtete Klonierung der Amplifikate in die multiple Klonierungsstelle des Vektors zu 
erlauben. Zudem erhielten sie vor dem Startcodon zumeist eine Hefe-spezifische 
Konsensussequenz zur verstärkten Translation. Die Amplifikate wurden nach der PCR mit 
Taq-Polymerase inkubiert und anschließend aus einem präparativen Agarosegel eluiert. Die 
ausgeschnittenen Amplifikate wurden zunächst in den Klonierungsvektor pTOPO 
(Invitrogen) ligiert und anschließend mit den entsprechenden Enzymen herausgeschnitten, in 
einem präparativen Agarosegel von pTOPO getrennt und nach Elution in den entsprechen 
geschnittenen Vektor pYES2 ligiert. E. coli XL-1 Blue MRF´wurde mit den 
Ligationsansätzen transformiert und anhand der erworbenen Ampicillin-Resistenz 
selektioniert. Positive Klone wurden durch Restriktionsananlyse analysiert. Anschließend 
wurden die Plasmide aus den Bakterienzellen isoliert und für die Transformation von S. 
cerevisiae Y13749 (2.2.2) verwendet.  
2.17.2  Klonierung und Expression im Hefe-Gateway Vektor pDEST52 
Nach Herstellerangaben (Invitrogen, pYES-DEST52 Gateway™Vector) wurde das 
gewünschte Gen aus dem pENTR-Vektor (2.16.2) über eine LR-Reaktion in den pDEST52-
Vektor übertragen. 
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2.18 Membranpräparation aus verschiedenen Organismen 
Zum Nachweis von Transmembran-Proteinen, die an der Lipidsynthese beteiligt sind, 
mussten aus verschiedenen Organismen Membranen isoliert werden. 
 
2.18.1 Membranpräparation  aus E. coli 
Zunächst wurden die Zellen durch Zentrifugation für 10 min bei 4°C und 4000 rpm 
(Eppendorf-Kühlzentrifuge) geerntet. Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgeführt. 
Die sedimentierten Zellen wurden in Puffer A gewaschen, in 1/12 des Kulturvolumens in 
Puffer A resuspendiert und durch vier- bis sechsmalige Ultraschallbehandlung für jeweils 20 s 
mittels eines Ultraschallstabs (Labsonic 2000, Braun) lysiert. Nach Abtrennung der Zellreste 
durch Zentrifugation (4000 rpm, 4 min, 4°C) wurden die Membranen aus dem Überstand 
durch Ultrazentrifugation (165.000 x g, 50 min, 4°C) sedimentiert, in 100 µl Puffer A 
resuspendiert, mit Glycerin in einer Endkonzentration von 50 % (v/v) versetzt und direkt für 
Enzymtests eingesetzt oder bei - 20°C gelagert. Die Proteinbestimmung erfolgte nach der 
Methode von Bradford (1976). 
 
Puffer A 
50 mM Tris-HCl, pH 8,0 
200 µM Pefablock 
5 mM DTT (frisch zugeben) 
 
 
2.18.2  Membranpräparation aus S. cerevisiae 
Die geernteten S. cerevisiae Zellen wurden in 20 ml 10 mM Tris-H2SO4 (pH 7,4) und 1 mM 
PMSF (Roche, Stammlösung 1 M gelöst in DMSO) aufgenommen, mit einem Teelöffel 
Glaskugeln 0,25-0,5 nm (Roth) versetzt und 5 Minuten gevortext. Alle folgenden Schritte 
wurden auf Eis durchgeführt. Die Zellen wurden für 5 min auf Eis mittels Ultraschallstab 
(Labsonic 2000, Braun) lysiert. Nach Abtrennung von Zellresten durch Zentrifugation (4000 
x g, 4 min, 4°C) wurden die Membranen aus dem Überstand durch Ultrazentrifugation 
(100000 x g, 1 h, 4°C) sedimentiert. Das Membranpellet wurde in 100 µl 1 M Tris-H2SO4, 
1 mM PMSF und 50 % Glycerin (v/v) resuspendiert und sofort in den Enzymtests eingesetzt 
oder bei –20°C gelagert. 
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2.18.3 Membranpräparation aus Insektenzellen 
Die Membranpräparation wurde nach einem Protokoll von Tur et al. (2001) wie folgt 
durchgeführt. Dazu wurden 2 x 107 Insektenzellen geerntet und dreimal mit 10 ml PBS-Puffer 
durch Zentrifugation (200 x g, 10 min, RT) gewaschen. Das Pellet wurde in 5 ml 
Homogenisierungspuffer mit Proteaseinhibitor (Roche) resuspendiert. Die Suspension wurde 
anschließend 2 x 1 min unter low-frequency Bedingungen (9 kcycles/sec) am Ultraschallstab 
geschallt, bis die Suspension klar wurde. Die Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation 
(1000 x g, 12 min, 4°C) entfernt und die Membranen im Überstand durch Ultrazenrifugation 
(100000 x g, 20 min, 4°C) sedimentiert. Der Überstand wurde dekandiert, das Pellet in 10 ml 
Resuspendierungspuffer aufgenommen und einer erneuten Ultrazentrifugation unter den 
gleichen Bedingungen unterworfen. Das Membranpellet wurde anschließend in 100 µl 
Resuspendierungspuffer mit 50 % Glycerin (v/v) resuspendiert und bis zur Durchführung des 
Enzymtests  und bei –20°C aufbewahrt. 
 
Homogenisierungspuffer 
320 mM Saccharose 
25 mM Tris-HCl, pH7,4 
 
Resuspendierungspuffer  
50 mM Tris-HCl, pH7,4 
 
Protease-Inhibitor 
Complete(Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche)  
1 Tablette / 50 ml Lösung 
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2.19 Western-Blot-Analysen 
Die aufgereinigten Membranfraktionen der Expressionsexperimente wurden Western-Blot-
Analysen unterzogen, um die Proteinexpression nachzuweisen und das Molekulargewicht zu 
bestimmen.  
 
2.19.1 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) 
Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einer vertikalen 
Gelelektrophoreseapparatur (Semi Dry, Carl Roth). Für die Aufbereitung der Gele und 
Durchführung der Elektrophorese wurden folgende Lösungen verwendet: 
 
Lösung Zusammensetzung 
A 30 % (w/v)Acrylamid; 0,8% N,N'-Bisacrylamid Fertiglösung (Sigma)  
B 1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 (Trenngelpuffer) 
C 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 (Sammelgelpuffer) 
D 20 % (w/v) SDS 
E 10 % (w/v) APS (Ammoniumpersulfat, frisch ansetzen) 
F TEMED (N,N,N',N'-Tetramethyldiamin) 
 
Für zwei Gele wurden die Lösungen nach folgendem Schema pipettiert und die 
Polymerisation durch Zugabe von TEMED gestartet. 
 
Lösung Trenngel (12,4 %) Sammelgel (5 %) 
A 3,3ml 0,75ml
B 2ml - 
C - 1,25ml 
A. dest 2,6ml 2,96ml 
D 40µl 25µl 
E 64µl 25µl 
F 10µl 10µl 
 
Zur Konzentrierung der Proteinfraktionen wurden 100 µg Protein in 200 ml A. dest mit 50 µl 
40 % (w/v) Trichloressigsäure in 2 ml Eppendorfreaktionsgefäßen 15 min auf Eis gefällt, 15 
min bei 4000 rpm (Hettich Rotana) sedimentiert, die Sedimente in 1-2 µl 1 M Tris-HCl, 
pH 9,0 sowie 50 µl 1 x Probenpuffer aufgenommen und die Proteine durch 3-5 min Kochen 
bei 95°C denaturiert. Von diesen Ansätzen wurden je 10 µl auf ein SDS-Gel aufgetragen. Zur 
Abschätzung der Molekulargewichte der aufgetrennten Proteine wurden als 
Standardproteingemische der Molekulargewichtsstandard A ("Prestained Protein Marker, 
Broad Range", New England Biolabs) eingesetzt. Die Gelelektrophorese wurde während des 
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Einlaufens der Proben bis zum Trenngel bei 100 mA und anschließend etwa 1 h bei einer 
konstanten Spannung von 200 V durchgeführt. 
Die Proteine wurden im Gel nach Meyer & Lamberts (1965) durch einstündige Inkubation in 
0,2 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250-Lösung mit 30% (v/v) Methanol und 10% (v/v) 
Eisessig gefärbt, zur Entfärbung des Hintergrundes 1 h in der gleichen Lösung ohne 
Coomassie Brilliant Blue G-250 inkubiert, in A. dest gewaschen und in Plastikfolie 
eingeschweißt, bei 4°C gelagert. 
 
SDS-Probenpuffer 
5,8 ml A. dest 
1,2 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 
1 ml 20 % SDS 
1 ml Glycerin 
  
in 950 µl Aliquots bei - 20°C lagern, vor Gebrauch 50 µl ß-Mercaptoethanol zusetzen 
 
Elektrophoresepuffer 
25 mM Tris-HCl, pH 8,3 
192 mM Glycin 
0,1% SDS 
 
 
2.19.2 Elektrotransfer der Proteine auf Nitrocellulose-Membranen und Detektion 
Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Proteine in einem Semi-Dry-Elektroblotverfahren 
(Kyse-Andersen, 1984) nach Angaben des Herstellers (Schleicher und Schüll) auf 
hydrophobe Nitrocellulosemembranen transferiert. Die dafür benötigten Puffer 
(Kathodenpuffer, Anodenpuffer1 und 2) wurden wie unten beschrieben hergestellt. Die 
Blotdauer betrug 1 h bei 2 mA/cm2. Zur Überprüfung des vollständigen Transfers wurde das 
Gel anschließend mit Coomassie Brilliant Blue G-250 gefärbt. Zur Detektion von Proteinen 
mit 6xHis-Tag wurde die Nitrocellulosemembran unter Schütteln bei RT mindestens 1 h in ca. 
30 ml Blockinglösung inkubiert, bevor anschließend die Inkubation mit ca. 20 ml der ersten 
Antikörperlösung (monoklonaler Penta.His- Antikörper (Qiagen) 1:1500 in Antikörper-
Puffer) für 2-3 h bei RT bzw. über Nacht bei 4°C erfolgte. Nach dreimaligem Waschen für 10 
min in TTBS-Puffer wurde die Membran in 20 ml der zweiten Antikörperlösung (Peroxidase-
konjugiertes "Ziege-anti-Maus"-IgG, (Dianova) 1:4000 verdünnt in Antikörper-Puffer) für 
mindestens 1 h bei RT inkubiert, erneut in TTBS-Puffer gewaschen und mit dem 
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Chemiluminneszenz POD-Substrat (Lumi-Light Western Blotting Substrat, Roche) inkubiert 
und mitlCCD-Fuji LAS-1000 detektiert. 
 
AnodenpufferI 
300 mM Tris-HCl, pH 10,4 
 
AnodenpufferII 
25 mM Tris-HCl, pH 10,4 
 
Kathodenpuffer 
40 mM Aminohexansäure 
25 mM Tris-HCl, pH 9,4 
Puffer erwärmen, damit die Aminohexansäure in Lösung geht. 
 
TTBS-Puffer 
20 mM Tris-HCl, pH 7,5 
500 mM NaCl 
0,05% (v/v) Tween 20 
 
Blockierungslösung  
10% (w/v) Michpulver in TTBS-Puffer 
 
Antikörper-Puffer  
0,5% (w/v) Milchpulver in TTBS-Puffer 
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2.20 Enzymtest zur Bestimmung der sn-1-Acylglycerin-3-phosphat-
Acyltransferase (LPAAT)-Aktivität 
Der Enzymtest basiert auf der enzymatischen Umsetzung von sn-1-Acyl-[U-14C]glycerin-3-
phosphat mit Acyl-CoA zu sn-1,2-Diacyl-[U-14C]glycerin-3-phosphat. In einem 
Gesamtvolumen von 50 µl wurde folgendes Reaktionsgemisch pipettiert: 
 
100 mM Tricine-NaOH, pH 8,2 
20 µM Acyl-CoA (gelöst in 10 mM MES, pH 6,0) 
12,5 µg BSA (Fettsäurefrei) 
x µg  Membranfraktionen 
4,7 µM sn-1-Acyl-[U-14C]glycerin-3-phosphat 
 
Die Reaktion wurde nach 30 minütiger Inkubation bei 30°C durch Zugabe von 50 µg 
Phosphatidsäure in 240 µl Chloroform:Methanol (1:1) geträgert mit 50 µg Phosphatidsäure  
und 100 µl Salzlösung (1 M KCl, 0,2 M H3PO4) abgestoppt, gemischt und zur 
Phasentrennung 2 min bei 1000 x g zentrifugiert. 90 µl der organischen Unterphase wurden 
dünnschichtchromatographisch auf Kieselgel-Fertigplatten (VWR) in 
Chloroform:Pyridin:Ameisensäure (50:30:7) aufgetrennt. Die Phosphatidsäurebande wurde 
anschließend durch Besprühen der Platten mit Phosphatidreagenz (Dittmer & Lester, 1964) 
sichtbar gemacht, in ein Szintillationsgefäß geschabt, mit 5 ml Szintillationsflüssigkeit 
(OptiPhase II 'Hisafe', Perkin Elmar) versetzt und die Radioaktivität im Szintillationszähler 
bestimmt. 
 
 
2.21 Lipidanalytik 
 
2.21.1 Isolierung von Gesamtlipiden 
Zur Extraktion der Gesamtlipide wurde das gesammelte Zellmaterial 10 min in 10 ml 0,45 % 
NaCl erhitzt und abzentrifugiert (4000 x g, 5 min, RT). Das Zellpellet wurde in 
Trichlormethan/Methanol 1:2 (v/v) aufgenommen. Dabei richtete sich das Volumen des 
Lösungsmittelgemisches nach dem Volumen des Sedimentes. Im Allgemeinen wurden für die 
Extraktion einer 100 ml Kultur 15ml des Gemisches benötigt. Die erste Extraktion fand durch 
Schütteln für mindestens 6 h bei 8°C statt. Anschließend wurden die Zellreste erneut 
sedimentiert und der Überstand bei 8°C aufbewahrt. Die zweite Extraktion fand entsprechend 
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der Ersten, allerdings mit15 ml Trichlormethan/Methanol 2:1 (v/v) für mindestens 12 h statt. 
Nach der zweiten Extraktion wurden die Zellreste erneut sedimentiert und der Überstand mit 
dem der ersten Extraktion vereinigt. Die vereinigten Extrakte wurden auf das Verhältnis 
Trichlormethan/Methanol/0,45 % NaCl 2:1:0,7 eingestellt und geschüttelt. Dabei wurden 
nicht erwünschte, coextrahierte Substanzen wie Zucker ausgeschüttelt und gelangten in die 
wäßrige Phase. Daraufhin wurde der Extrakt bis zur Phasentrennung zentrifugiert. Die 
organische Phase wurde über eine Wattesäule (gestopfte Pasteurpipette) zur Entfernung von 
Zellresten in ein neues Gefäß überführt. Der Lipidextrakt wurde am Rotationsverdampfer bis 
zur Trockene eingeengt, das genaue Gewicht ermittelt und in einem definierten Volumen 
Trichlormethan/Methanol 2:1 (v/v) aufgenommen.  
 
2.21.2 Isolierung von Membranlipiden  
Isolierte Membranen wurden in ein Schliffröhrchen überführt in 0.45 % NaCl aufgenommen 
und im Wasserbad für 5 Minuten aufgekocht um lipidabbauende Enzyme zu inaktivieren. 
Nach Zentrifugation (3000 x g, 5 min, RT) wurde der wässrige Überstand dekantiert. Die 
Extraktion der Lipide erfolgte für eine Stunde bei 4°C in Trichlormethan/Methanol (2:1). 
Nach Zugabe von 1/3 Volumen 0,45 % NaCl wurden die Proben zur besseren Phasentrennung 
zentrifugiert (3000 x g, 5 min, RT). Die untere lipidhaltige Phase wurde entnommen und am 
Rotationsverdampfer eingeengt. Die Lipide wurden in einem geeigneten Volumen 
Trichlormethan aufgenommen. Im direkten Anschluß wurden die Lipide auf Kieselgelplatten 
(Kieselgel 60, 20 x 20 cm, 0,25 mm Schichtdicke; Merck, Darmstadt) zur 
dünnschichtchromatographischen Trennung der Phospholipide mit geeigneten Standards 
aufgetragen. Als Laufmittel wurde Trichlormethan/Methanol/Eisessig/H20 91/30/4/4 (v/v/v/v) 
verwendet. Die Laufzeit betrug 1.5 h. Nach Verflüchtigung des Lösungsmittels wurden die 
Platten mit 2´,7´-Dichlorfluorescein (Merck, Darmstadt; in 0,3 % iso-Propanol) angefärbt und 
die Lipidbanden unter UV-Licht (366 nm) sichtbar gemacht. 
 
2.21.3 Lipaseverdau der Gesamtlipide 
Der enzymatische Verdau erfolgte mittels Pankreaslipase (EC3.1.1.3, Sigma). Die 
hydrolytische Spaltung erfolgt hierbei an der Phasengrenze zwischen Fett und Wasser, wobei 
das Enzym in TAGs spezifisch die randständigen Esterbindungen in sn-1- und sn-3-Position 
angreift. Intermediär werden 1,2- und 2,3-Diacyl-sn-Glycerole angereichert, die anschließend 
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zu sn-2-Monoacylglycerolen weiter verdaut werden. Nach dünnschichtchromatographischer 
Auftrennung und Gewinnung der sn-2-Monoacylglycerol-Fraktion wird die Fettsäure-
Zusammensetzung der TAG- Spezies in der mittleren Position ermittelt.  
In ein Glasschliffröhrchen wurden 50 mg des Gesamtlipides eingewogen. Nach Zusatz von 
0,5 ml Tris-HCl (pH 8,0), 0,1 ml CaCl2-Lösung und 0,25 ml Gallensalzlösung wurde das 
Schliffröhrchen verschlossen. Das Gemisch wurde 1 min lang gevortext und anschließend 1 
min in einem Wasserbad bei 40°C vortemperiert, um die Probe zu emulgieren. Die Hydrolyse 
erfolgte nach Zusatz von Pankreaslipase (pro 5 mg Lipid 2 mg Lipase, frisch gelöst in 0,5 ml 
Tris-HCl) bei 38°C und hoher Schüttelfrequenz (möglichst 1200 U/min). Nach 30 min wurde 
die Reaktion durch Zusatz von 1 ml HCl (6N) und 1 ml Ethanol abgebrochen. Das 
Reaktionsgemisch wurde im Zentrifugenglas 2 x mit 4 ml Dietylether extrahiert. Dabei wurde 
die obere organische Phase abgenommen. Die verbleibende wässrige Phase wurde erneut mit 
Diethylether extrahiert. Die Entstehung von Emulsionen wurde bei jedem Extraktionsschritt 
zusätzlich durch Zentrifugation unterbunden. Die vereinigten organischen Phasen wurden 
durch Ausschütteln mit 3 ml A. dest gewaschen. Die organische Phase wurde in ein neues 
Röhrchen überführt und mir Natriumsulfat (sicc.) getrocknet. Nach Zentrifugation (3000 x g, 
2 min, RT) wurde der klare Überstand abgenommen und das Natriumsulfatpellet erneut mit 
Diethylether ausgeschüttelt, wie oben angegeben zentrifugiert und die organischen Phasen 
vereinigt. Nach Einengung des Etherextraktes am Rotationsverdampfer wurde im direkten 
Anschluss der Extrakt auf Kieselgelplatten (Kieselgel 60, 20x20cm, 0,25mm Schichtdicke; 
Merck, Darmstadt) zur dünnschichtchromatographischen Trennung der Partialglyceride 
aufgetragen. Als Laufmittel wurde Diisopropylether-Eisessig 40:1 (v/v) verwendet. Die 
Laufzeit betrug 35-45 Minuten. Nach Verflüchtigung des Lösungsmittels wurden die Platten 
mit 2´,7´-Dichlorfluorescein (Merck, Darmstadt; in 0,3 % iso-Propanol) angefärbt und die 
Lipidbanden unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die einzelnen Lipidfraktionen wurden in 
folgender Reihenfolge aufgetrennt: Monoacylglycerole (sn-2 MAGs, unmittelbar über der 
Startlinie), Diacylglycerole (sn-1,2- und sn-2,3-DAGs) freie Fettsäuren (FFA) und die nicht 
umgesezten TAGs. Die MAG-Bande wurde von der Kieselgelplatte abgekratzt. Die 
Bestimmung der Fettsäurezusammensetzung der TAGs erfolgte durch Transmethylierung 
(2.22.1) und anschließender gaschromatographischer Auftrennung der Fettsäure-Methylester 
(FAME) (2.22.3). 
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Tris-Puffer: 
1M Tris-HCl, pH 8,0 
 
CaCl-Lösung 
2,2 % (w/v) CaCl2 
 
Gallensalz-Lösung 
0,05 % (w/v) Gallensalz (Sigma, Deisenhofen) 
 
Lipase aus Schweinepankreas (EC 3.1.1.3, Sigma, Deisenhofen) 
 
2.21.4 Lipaseverdau der Membranlipide (Fischer et al., 1973) 
Die Positionsanlyse der Membranlipide erfolgte durch enzymatische Hydrolyse der sn-2-
Esterbindung mit Phospholipase A2 (EC 3.1.1.4). Die isolierten Membranlipide wurden unter 
Vakuum eingeengt, mit 0,5 ml Hydrolysepuffer versetzt und 5 min mit dem Ultraschallstab 
dispergiert. Die Hydrolyse erfolgte bei RT nach Zugabe von 50 U der Phospholipase A2. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 4 ml Trichlormethan/Methanol 2:1 (v/v) und 0,45 % NaCl 
gestoppt. Die organische Unterphase wurde in ein neues Gefäß überführt, am 
Rotationsverdampfer eingeengt und in 200 µl Trichlormethan/Methanol 2:1 (v/v) 
aufgenommen. Im direkten Anschluß wurde der Ansatz auf Kieselgelplatten (Kieselgel 60, 
20 x 20 cm, 0,25 mm Schichtdicke; Merck, Darmstadt) zur dünnschichtchromatographischen 
Trennung der Phospholipide aufgetragen. Als Laufmittel wurde 
Trichlormethan/Methanol/Eisessig/H20 91/30/4/4 (v/v/v/v) verwendet. Die Laufzeit betrug 
1.5 h. Nach Verflüchtigung des Lösungsmittels wurden die Platten mit 2´,7´-
Dichlorfluorescein (Merck, Darmstadt; in 0,3 % iso-Propanol) angefärbt und die Lipidbanden 
unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die Banden wurden von der Kieselgelplatte abgekratzt, 
transmethyliert und durch gaschromatographische Auftrennung der Fettsäure-Methylester 
(FAME) analysiert (2.22.3). 
 
Hydrolysepuffer 
0,1 M Borsäure, pH 8,0 
3 mM CaCl2 
1,4 mM Na-Desoxycholat 
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2.22 Gaschromatographische Analyse von Fettsäuremethylestern 
Die Darstellung der Fettsäuremethylester (FAME) für die gaschromatographische Analyse 
erfolgte durch zwei Methoden. 
 
2.22.1 Transmethylierung von Fettsäuren mit Na-Methylat  
Lipidproben wurde nach Abdampfen des Lösungsmittels bzw. abschaben von der 
Dünnschichtplatte (z.B. bei sn-2 Analyse der Gesamtlipide) zur Umesterung mit 2 ml Na-
Methylatlösung versetzt, gut geschüttelt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Anschließend wurde 1,5 ml iso-Octan zugegeben und vorsichtig geschüttelt. Der Ansatz 
wurde für 30 min bei 4°C gelagert, wobei die Fettsäure-Methylester (FAME) in die Iso-
Octanphase übergehen. Nach Zentrifugation (3000 x g, 1 min, RT) zur Phasentrennung wurde 
die obere iso-Octanphase in ein GC-Gläschen abpipettiert und die Probe am 
Gaschromatographen gemessen (2.22.3). 
 
Na-Methylatlösung 
5 g Na-Methylat wurden in 800 ml Methanol (99 %)  bei 50°C gelöst und nach dem Abkühlen 
mit iso-Octan auf 1000 ml aufgefüllt. 
 
2.22.2 Methylierung freier Fettsäuren mit methanolischer Schwefelsäure 
In einem Pyrexröhrchen mit Gewindedeckel wurde 1 ml 1 N methanolischer Schwefelsäure 
zu dem eingeengtem Lipidextrakt zugegeben. Der Ansatz wurde eine Stunde bei 80°C 
inkubiert. Nach kurzem Abkühlen wurde der Ansatz mit 1 ml 0,9 % NaCl versetzt und 
gevortext. Anschließend wurde 1 ml Hexan zugegeben, gut gemischt und der Ansatz bei zur 
Phasentrennung 30 min bei 4°C inkubiert. Die obere Hexanphase wurde in ein GC-Gläschen 
überführt und am Gaschromatographen analysiert. 
 
Methanolische Schwefelsäure 
Zu 100 ml Methanol (Wasserfrei) wurden mit 2 ml Dimethoxypropane und 2,5 % H2S04 
zugegeben.  
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2.22.3 Analyse am Gaschromatographen 
Für die Untersuchungen wurden folgende Parameter des gaschromatographischen Systems 
eingehalten: 
Gerätetyp: HP 6890 GC 
Injektor HP GC injector 
Detektor Flammen Ionisations Detektor (FID), Temp.: 250°C 
Säule J&W DW23 50 % Cyanopropyl/methzylsiloxane, 30 m, 
Ofentemperatur 220°C 
Trägergas Wasserstoff 
Autosampler HP 7673, Einspritzmenge 1 µl Probe, 
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3 Ergebnisse und Diskussion 
 
Zur Klonierung LCPUFA-spezifischer LPAAT-Gene wurden Organismen ausgewählt, die 
nicht nur hohe LCPUFA-Gehalte im Gesamtfettsäuregemisch, sondern auch im sn-2-
Fettsäuregemisch ihrer Glycerolipide aufweisen und darüber hinaus unter Laborbedingungen 
kultivierbar sind. Zunächst sollten die Fettsäurespektren der im Labor kultivierten 
Organismen verifiziert und dann hinsichtlich ihrer sn-2-Fettsäurezusammensetzung analysiert 
werden. In Organismen, die sich durch hohe LCPUFA-Gehalte in der mittleren 
Glycerinposition ihrer Lipide auszeichnen, sollten im nächsten Schritt die LPAATs 
hinsichtlich ihrer Substratspezifitäten vergleichend analysiert und die zugehörigen Gene 
kloniert werden.  
Wie in der Literatur beschrieben ist das marine Bakterium Shewanella hanedai durch 
signifikante 20:5n-3-Gehalte im Gesamtfettsäurespektrum seiner Membranlipide 
charakterisiert (Bowman et al., 1997; Satomi et al., 2003), 
wohingegen sich die Vertreter der Thraustochytridae, Thraustochytrium und Schizochytrium, 
durch sehr hohen 22:6n-3-Gehalte in ihren Membran- und Reservelipiden auszeichnen (Weete 
et al., 1997). Diese Mikroorganismen wurden im Labor kultiviert und hinsichtlich ihrer 
Fettsäuremuster analysiert. Wie in Abb. 3.1 A veranschaulicht, stimmen die ermittelten 
Fettsäuremuster der Gesamtlipide dieser Organismen weitgehend mit den Literaturdaten 
überein (Abb. 3.1). Die 22:6-Gehalte von Thraustochytrium und Schizochytrium lagen 
allerdings mit ca. 30 % deutlich unter den von Ashford et al. (2000) beschriebenen Werten, 
was vermutlich auf Unterschiede in den Kulturbedingungen beruht, da der LCPUFA-Gehalt 
dieser Organismen sehr stark in Abhängigkeit von der Medienzusammensetzung variieren 
kann (Bajpai et al., 1991; Nichols et al., 1997; Yokochi et al., 1998) . 
Zur Analyse der Fettsäurezusammensetzungen in der sn-2-Position der Glycerolipide, die für 
diese Organismen bisher noch nicht beschrieben war, wurden diese aus S. hanedai-, 
Thraustochytrium- und Schizochytrium-Zellen isoliert (2.21), einem Phospholipase A2-
Verdau bzw. einem Pankreaslipase-Verdau unterzogen und die freigesetzten Fettsäuren 
dünnschichtchromatographisch von den Lysolipiden getrennt. Wie in Abb. 3.1 C dargestellt, 
akkumulierten die Mikroorganismen die charakteristischen LCPUFAs vor allem in der sn-2-
Position ihrer Glycerolipide. Im Vergleich zur Gesamtfettsäurezusammensetzung von 
S. hanedai wurden in seinem sn-2-Fettsäuregemisch ein dreifach höherer 
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Abb. 3.1: Fettsäuremuster von S. hanedai (weiße Balken), Thraustochytrium (schwarze Balken) und 
Schizochytrium (graue Balken). Prozentuale Fettsäurezusammensetzung A: der Gesamtlipide, B: in der sn-1- und 
sn-3-Position der TAG von Thraustochytrium und Schizochytrium bzw. sn-1-Position der S. hanedai 
Phospholipide und C: in der sn-2-Position der Glycerolipide. 
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20:5n-3-Gehalt ermittelt. Im sn-2-Fettsäuregemisch von Thraustochytrium und 
Schizochytrium waren sogar LCPUFA-Gehalte von über 70 % nachweisbar, während dieser 
Gehalt im sn-1/sn-3-Fettsäuregemisch nur Werte um 30 % erreichte (Abb. 3.1C und B).  
Die ermittelten Fettsäurespektren der analysierten Mikroorganismen deuten darauf hin, dass 
sie über LPAAT-Aktivitäten zur Einführung von LCPUFAs in die sn-2-Position verfügen. Da 
sich die sn-2-Fettsäurezusammensetzung der S. hanedai-Glycerolipide deutlich von denen der 
Thraustochytrium- und Schizochytrium-Glycerolipide unterscheidet (Abb. 3.1 C), sollten 
vergleichende Analysen der LPAAT-Aktivitäten aus diesen Organismen zeigen, ob sich diese 
Unterschiede auch in unterschiedlichen Acyl-CoA-Spezifitäten der LPAAT-Aktivitäten 
widerspiegeln.  
 
 
3.1 Biochemischer Nachweis LCPUFA-spezifischer LPAATs 
Durch Enzymtests wurden die Acylierungsraten von 1-Oleoyl-[U-14C]glycerin-3-phosphat mit 
verschiedenen Acyl-CoA-Thioestern als Acyldonatoren ermittelt. Die benötigten Acyl-CoA-
Thioester wurden mit Hilfe der Acyl-CoA-Synthetase (EC 6.2.1.3) aus Pseudomonas sp. 
synthetisiert und über RP18-Säulen aus dem Reaktionsansatz isoliert (Taylor et al., 1990) 
(2.1.2.2).  
Die Synthese von 1-Oleoyl-[U-14C]glycerin-3-phosphat aus [U-14C]Glycerin-3-phosphat 
erfolgte mit Hilfe der plastidären Glycerin-3-phosphat-Acyltransferase aus Pisum sativum 
(Weber et al., 1991), die als Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein in E. coli 
überexprimiert und über Affinitätschromatographie gereinigt wurde. Bezüglich der 
eingesetzten Fettsäure bzw. des eingesetzten [U-14C]Glycerin-3-phosphats wurden bei den 
enzymatischen Substratsynthesen Umsatzraten um 90 % erzielt (2.1.2.1). 
Zur Analyse der LPAAT-Aktivitäten von S. hanedai, Thraustochytrium und Schizochytrium 
wurden Membranfraktionen aus den Zellextrakten isoliert und für Enzymtests verwendet. Wie 
in Abb. 3.2 A beispielhaft für die LPAAT von Thraustochytrium dargestellt, zeigten LPAATs 
aus den verschiedenen untersuchten Organismen ein breites pH-Optimum im alkalischen 
Bereich. Ein solches pH-Optimum ist auch für die LPAATs aus anderen Organismen 
charakteristisch (Bernerth & Frentzen, 1990; Bourgis et al., 1999; Frentzen et al., 1990; 
Kessels et al., 1983; Morand et al., 1998; Swartley et al., 1995; Weier et al., 1998). Die 
Acylierungsraten in Abhängigkeit von der Konzentration der beiden Substrate  
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Abb. 3.2: Aktivität der Thraustochytrium-LPAAT in Abhängigkeit A: des pH-Wertes eines 400 mM 
Puffergemisches (MES, MOPS und Tricine) und B: von der 1-Oleoylglycerin-3-phosphat (LPA)-Konzentration.  
 
1-Acylgylcerin-3-phosphat und Acyl-CoA ergaben die in Abbildung Abb. 3.2 B und Abb. 3.3 
dargestellten Sättigungskinetiken. Die Enzyme von Thraustochytrium und Schizochytrium 
zeigten maximale Aktivitäten um 30 µM 1-Acylglycerin-3-phoshat (Abb. 3.2, 
Schizochytrium-Daten nicht dargestellt) und 60 µM Acyl-CoA (Abb. 3.3 B), während die 
entsprechenden Werte für die S. hanedai-LPAAT um 40 µM Acylglycerin-3-phosphat und 
etwa 30 µM Acyl-CoA lagen (Abb. 3.3 A). Bei diesen Substratkonzentrationen waren die 
Acylierungsraten der Enzyme für 30 min und bis zu einem Proteingehalt von mindestens 0,5 
µg im Reaktionsgemisch konstant, wobei in den Membranfraktionen der Organismen 
spezifische LPAAT-Aktivitäten von 2 bis 12 nmol/min/mg Protein ermittelt wurden (2.20).  
Nach Optimierung der Assaybedingungen lieferte die Analyse der Acyl-CoA-Spezifitäten der 
S. hanedai-, Thraustochytrium- und Schizochytrium-LPAAT die in Abb. 3.3 
zusammengefassten Ergebnisse Die Schizochytrium-Spezifitäten sind mit denen von 
Thraustochytrium identisch, und nicht extra dargestellt. Die Enzyme der drei Organismen 
zeigten höchste Aktivität mit 22:6-CoA, unterschieden sich aber in Hinblick auf ihrer 
Fähigkeit 20:5-CoA und 20:4-CoA als Substrate zu nutzen. Während die LPAAT von S. 
hanedai deutlich höhere Aktivitäten mit 20:4-CoA und 20:5-CoA als mit 18:1-CoA zeigte, 
waren die LPAAT-Aktivitäten von Thraustochytrium und Schizochytrium mit 20:4-CoA und 
20:5-CoA als Substrat kaum nachweisbar. 
Nach den Untersuchungen von Metz et al. (2001) synthetisiert Schizochytrium seine 
LCPUFAs ausschließlich über den anaeroben Biosyntheseweg, wohingegen 
Thraustochytrium neben dem anaeroben auch über den aeroben Biosyntheseweg verfügt  
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Abb. 3.3: Acyl-CoA-Spezifitäten der LPAAT von A: S. hanedai und B: Thraustochytrium Die Acylierungsraten 
wurden mit Membranfraktionen der Mikroorganismen in Gegenwart von 30 µM 1-Oleoyl-[U-14C]glycerin-3-
phoshat und steigenden Konzentrationen der angegebenen Thioester ermittelt. 
 
(Qiu, 2003) und somit Acyltransferase-Aktivitäten benötigt, die neben 22:6n-3 auch 22:5n-3 
für die anschließende lipidgekoppelte ∆4-Desaturierung in die sn-2-Position der Glycerolipide 
einführen können. Daher wurde für die vergleichende enzymatische Analyse auch 22:5-CoA 
synthetisiert und als Acyl-CoA-Donator für LPAAT-Assays verwendet. Aus dem Vergleich 
der Acyl-CoA-Spezifitäten wurde deutlich, dass nicht nur die Thraustochytrium-, sondern 
auch die Schizochytrium-LPAAT eine ausgeprägte Spezifität für mehrfach ungesättigte  
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C22-Acylreste aufweist und neben 22:6n-3 auch 22:5n-3 sehr effizient in die sn-2-Position des 
Glyceringerüst einführt (Abb. 3.4). Die LPAAT-Aktivitäten der beiden Organismen nahmen 
von 22:5n-3 über 18:1 nach 20:4n-6 und 20:5n-3 deutlich ab (Abb. 3.4). Die ermittelten fast 
identischen Acyl-CoA-Spezifitäten der Enzyme stehen im Einklang mit der engen 
verwandtschaftlichen Beziehung der beiden Organismen. Sie legen die Vermutung nahe, dass 
der aerobe LCPUFA-Biosyntheseweg bei Schizochytrium im Unterschied zu 
Thraustochytrium im Zuge der Evolution vermutlich durch Mutation der ∆4-Desaturase 
verloren gegangen ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.4: Acyl-CoA-Spezifitäten der Thraustochytrium- (schwarze Balken) und Schizochytrium-LPAATs (graue 
Balken). Die Enzymtests erfolgten mit 1-Oleoyl[U-14C]glycerin-3-phosphat, den angegebenen Acyl-CoA-
Thioestern und Membranfraktionen der aufgeführten Organismen. (100% entspricht 1 nmol/min/mg 
Thraustochytrium-Membranproteinen bzw. 12 nmol/min/mg Schizochytrium-Membranproteinen). 
 
Zusammenfassend zeigen die enzymatischen Untersuchungen, dass Thraustochytrium und 
Schizochytrium über LPAATs mit ausgeprägter Spezifität für 22:6n-3 und 22:5n-3 verfügen 
(Abb. 3.4), wohingegen das Enzym von S. hanedai neben mehrfach ungesättigten  
C22-Acylgruppen auch solche mit einer C20-Kettenlänge in die sn-2-Position der Glycerolipide 
einschleusen kann (Abb. 3.3 B). 
Mit diesen Acyl-CoA-Spezifitäten unterscheiden sich die LPAATs dieser Mikroorganismen 
deutlich von den mikrosomalen LPAATs aus Säugern, die neben ungesättigten C16- und  
C18-Fettsäuren vor allem 20:4n-6 in die mittlere Position einführen (Aguado & Campbell, 
1998; Coleman & Lee, 2004; Dircks & Sul, 1999a; Leung, 2001) 
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Im Hinblick auf die Entwicklung LCPUFA-reicher transgener Rapslinien wurden die 
mikrosomale LPAATs aus reifenden Rapssamen und E. coli in die vergleichende 
enzymatischen Analysen einbezogen. Wie in der Literatur beschrieben, besitzt die B. napus-
LPAAT eine ausgeprägte Spezifität und Selektivität für ungesättigte C18-Acylgruppen 
(Bernerth et al., 1990). Dagegen ist die Acyl-CoA Spezifität des E. coli-Enzyms, dass bereits  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.5: Acyl-CoA-Spezifitäten der A: mikrosomalen LPAAT aus B. napus und B: der E. coli LPAAT. Die 
Gene dieser Enzyme wurden in der E. coli-Mutante JC201 exprimiert und die Membranfraktionen für LPAAT-
Enzymtests mit 30 µM 1-Oleoyl-[U-14C]glycerin-3-phoshat in Gegenwart der angegebenen CoA-Thioester 
verwendet. 
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erfolgreich für gezielte Veränderungen des Rapsöls genutzt wurde (Weier et al., 1998), nur 
schwach ausgeprägt. Die E. coli-LPAAT kann daher im Unterschied zur B. napus-LPAAT 
auch sehr langkettige Acylreste, wie 20:1 und 22:1 in die sn-2-Position der Glycerolipide 
einführen (Frentzen, 1998; Weier et al., 1997). Diese Enzyme wurden bisher nicht im 
Hinblick auf ihre Spezifitäten gegenüber LCPUFAs untersucht. Daher wurden die Gene für 
die B. napus- (Weier et al., 2001) und E. coli-LPAAT (Coleman, 1990) in der E. coli-Mutante 
JC201 überexprimiert. Diese Mutante enthält eine Punktmutation in seinem LPAAT-Gen 
(plsC), welche zum Verlust der LPAAT-Aktivität unter In vitro-Bedingungen führt (Coleman, 
1990; Morand et al., 1998). Die Membranfraktionen der transgenen Bakterien wurden für 
Enzymtests verwendet. Die B. napus-LPAAT zeigte höchste Aktivitäten mit 18:1-CoA, war 
aber mit den sehr langkettigen Acyl-CoA-Thioestern kaum aktiv (Abb. 3.5 A). Auch die 
E. coli-LPAAT wies höchste Aktivitäten mit 18:1-CoA auf (Abb. 3.5 B). Im Unterschied zum 
B. napus-Enzym nahm die Aktivität des bakteriellen Enzyms mit steigenden 20:5n-3- und 
22:6n-3-CoA-Konzentrationen zu und wies bei 30 µM Acyl-CoA höhere Aktivität mit  
22:6n-3-CoA als mit 18:1-CoA auf. 
Aus diesen Daten wird deutlich, dass für die Entwicklung LCPUFA-reicher transgener 
Rapssaaten die endogene LPAAT-Aktivität nicht geeignet ist, da dieses Enzym sehr 
langkettige Acylreste aus der mittleren Glycerinposition der Samenöle ausschließt. Um eine 
LCPUFA-Akkumulation in allen Glycerinpositionen zu erreichen, müssen die Rapspflanzen 
mit einem Gen für eine LCPUFA-spezifische LPAAT transformiert werden. Nach den 
ermittelten Acyl-CoA-Spezifitäten sind die LPAAT-Gene aus S. hanedai, Thraustochytrium 
und Schizochytrium für ein solches Vorhaben wesentlich besser geeignet als das LPAAT-Gen 
von E. coli.  
 
 
3.2 Klonierung eines S. hanedai LPAAT-Gens 
Um aus S. hanedai LPAAT-Gene zu amplifizieren, wurden degenerierte Primer von 
bakteriellen LPAAT-Sequenzen abgeleitet. Die in Abb. 3.6 aufgeführten Bakterien zählen wie 
S. hanedai zur γ-Gruppe der Proteobakterien und sollten aufgrund der phyllogenetischen 
Abstammung ähnliche LPAAT-Sequenzen wie S. hanedai aufweisen. Weiterhin wurde die 
partiellen Sequenzinformationen des S. oneidensis MR-1-(ATCC 700550) Genoms nach 
LPAAT-ähnlichen Sequenzen abgesucht und zur Ableitung von Primern verwendet. Dieser 
Organismus produziert im Unterschied zu S. hanedai keine LCPUFA  
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Abb. 3.6: Vergleich der Aminosäuresequenzen aus zentralen Bereichen der LPAATs von A: E. coli, F855961; 
B: Haemophilus influenzae, P44848; C: Salmonella typhimurium, B45582; D: Vibrio cholera, C82067; E: 
Pseudomonas aeruginosa, G83101. Die zur Ableitung der degenierten Primer benutzten Sequenzbereiche sind 
umrandet.  
 
(Nichols & McMeekin, 2002). Durch Kombination der abgeleiteten Primer gelang es mittels 
PCR von der genomischen DNA von S. hanedai ein 320 bp Fragment zu amplifizieren. Die 
abgeleitete Aminosäuresequenz enthält die für LPAAT-Sequenzen charakteristische PEG-
Box. Die Sequenzinformation dieses Fragments wurde zur Synthese S. hanedai spezifischer 
LPAAT-Primer verwendet. Zur Klonierung eines vollständigen S. hanedai-LPAAT-Gens 
wurde eine genomische Bank erstellt (2.15). Diese genomische Bank wurde mittels einer von 
Hobom et al. (2000) beschriebenen PCR-Methode in modifizierter Form (siehe 2.15.5) nach 
LPAAT-Klonen abgesucht. Auf diese Weise gelang es, ein 1486 bp Fragment mit einem 
687 bp langen offenen Leserahmen (ShLPAAT) zu identifizieren. Er kodiert für ein 25,2 kDa 
Protein, dessen Aminosäuresequenz deutliche Homologie zu bakteriellen LPAATs aufweist 
(Abb. 3.7). 
 
 
3.3 Klonierung eines LPAAT-Gens von Thraustochytrium 
Da die LPAATs von Thraustochytrium und von Schizochytrium keine Unterschiede 
hinsichtlich ihrer LCPUFA-Spezifitäten aufwiesen (Abb. 3.4) und der Kooperationspartner 
BASF Plant Science GmbH mit der Erstellung einer EST-(expressed sequence tag)-
Datenbank von Thraustochytrium begonnen hatte, wurde dieser Organismus zur Klonierung 
einer 22:6n-3-CoA-spezifischen LPAAT-Sequenz gewählt.  
Neben der λZAP- wurde vor allem die komplexere λTriplEx2 cDNA-Expressionsbank von 
Thraustochytrium, die eine Expression der klonierten Inserts in allen drei Leserahmen 
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ermöglicht, verwendet. Dazu wurden die Thraustochytrium-cDNA Klone in die von Coleman 
(1990) isolierte, thermosensitive E. coli-Mutante JC201 transformiert. Diese Mutante enthält 
eine Punktmutation in ihrem plsC-Gen, durch die der Glycerinrest in Position 39 der 
bakteriellen LPAAT-Sequenz gegen Glutamin ausgetauscht wird. Diese Mutation bedingt den 
temperatursensitiven Phänotyp des E. coli-Stammes und hat zur Folge, dass die JC201-Zellen 
nur bei der permissiven Temperatur von 30°C, aber nicht mehr bei Temperaturen oberhalb 
von 37°C wachsen können (Coleman, 1992; Morand et al., 1998). Durch funktionale 
Expression homologer und heterologer LPAAT-Gene kann die JC201-Mutante 
komplementiert werden (Brown et al., 2002). Unter Verwendung dieser Methode ist es 
beispielsweise gelungen, das plsC-Gen für die LPAAT aus E. coli (Coleman, 1992), sowie die 
mikrosomale LPAAT aus Zea mays, die plastidäre LPAAT aus Raps und die 22:1-CoA-
spezifische LPAAT aus Limnanthes douglasii zu klonieren (Brown et al., 1994; Hanke et al., 
1995). 
Die mit der λZAP- und λTriplEx2-Bank von Thraustochytrium transformierten JC201-Zellen 
wurden bei nicht-permissiven Temperaturen kultiviert. 16 Klone komplementierten 
reproduzierbar den thermosensitiven Phänotyp der Mutante. Die cDNA-Sequenzen dieser 
Klone zeigten allerdings keine Homologien zu Acyltransferasen, sondern zu Chaperonen der 
Hsp70 Proteinfamilie deren Expression den thermosensitiven Phänotyp der Mutante, wie die 
einer heterologen LPAAT-Sequenz, komplementiert. 
Parallel zu diesen Versuchen wurden die vom Kooperationspartner ermittelten EST-
Sequenzen von Thraustochytrium nach möglichen LPAAT-Sequenzen abgesucht und 
schließlich eine partielle Sequenz identifiziert, die Ähnlichkeiten zu bekannten LPAAT-
Sequenzen aufwies. Die 630 bp lange cDNA des EST-Klons s_tc002038069r wurde daher zur 
Synthese einer Thraustochytrium-spezifischen LPAAT-Sonde genutzt und zum Absuchen der 
cDNA-Expressionsbanken verwendet. Durch die Analyse von 5 x 106 Klonen ist es gelungen, 
einen Klon (pNS7) zu identifizieren. Die cDNA dieses Klons besitzt eine Länge von 1117 bp 
und enthält einen langen offenen Leserahmen, der ein 33,6 kDa Protein mit deutlicher 
Ähnlichkeit zu LPAAT-Sequenzen kodiert (Abb 3.7). Weder das Absuchen der EST-
Datenbank noch das der Expressionsbanken mit anderen Sonden oder mittels PCR-Techniken 
und verschiedenen Primerkombinationen, führte zur Identifizierung weiterer LPAAT-
Sequenzen aus Thraustochytrium. Diese Daten deuten daraufhin, dass Thraustochytrium 
LPAAT-ähnliche Transkripte nur in geringen Raten synthetisiert oder sehr schnell wieder 
abbaut. 
  Ergebnisse und Diskussion 
 74
Die Aminosäuresequenzen von S. hanedai und Thraustochytrium wurden mit denen aus den 
Datenbanken verglichen (Abb.3.7). Dabei zeigt die Sequenz von S. hanedai höchste 
Übereinstimmung mit den LPAAT-Sequenzen von Enterobakterien wie Yersinia pestis, 
Salmonella enterica, Vibrio cholerae und E. coli. Diese Sequenzen sind über einen Bereich 
von 220 Aminosäuren zu 49 % identisch. Die LPAAT-Sequenz aus Thraustochytrium besitzt 
dagegen größte Ähnlichkeit zu den LPAAT-Sequenzen der Proteobakterien im weiteren Sinn. 
Dabei sind Vertreter der α-, β- und γ-Gruppe wie z. B. Pseudomonas aeruginosa, Neisseria 
meningitidis, Caulobacter crescentus vertreten. LPAAT-Sequenzen dieser Organismen sind 
aber nur zu 25 % mit der Thraustochytrium-Sequenz identisch.  
In den letzten Jahren wurden GPAT und LPAAT-Sequenzen aus verschiedenen pro- und 
eukaryotischen Organismen von unterschiedlichen Arbeitsgruppen kloniert. 
Sequenzvergleiche und gezielte Mutagenese-Experimente mit diesen membrangebundenen 
Glycerolipidacyltransferasen zeigten, dass diese Enzyme zwei hoch konservierte Bereiche 
enthalten (HX4D-Box und PEG-Box), welche für die katalytische Aktivität und die 
Substratbindung erforderlich sind (Dircks et al., 1999b; Heath & Rock, 1998; Lewin et al., 
1999; Maisonneuve et al., 2000; Slabas et al., 2002; Weier et al., 2001; West et al., 1997). 
Sowohl die S. hanedai- als auch die Thraustochytrium-Aminosäuresequenz verfügen über 
diese in LPAAT-Sequenzen charakteristischen Boxen (Abb. 3.7). In der HX4D-Box von 
Thraustochytrium ist der Aspartat- allerdings gegen einen Glutamatrest ausgetauscht. Nach 
Mutageneseexperimenten mit der E. coli-GPAT und der B. napus-LPAAT hat ein solcher 
konservativer Austausch nur einen gewissen Einfluss auf die Acyltransferaseaktivität (Heath 
et al., 1998; Weier et al., 2001), führt aber nicht wie ein nicht-konservativer Austausch gegen 
einen Alanin-Rest zu einem Verlust der katalytischen Aktivität der Proteine (Heath et al., 
1998; Maisonneuve et al., 2000; Weier et al., 2001). Dieser drastische Effekt zeigte sich auch 
beim Austausch des Histidinrestes in der HX4D-Box gegen einen Alanin-Rest (Heath et al., 
1998; Lewin et al., 1999; Maisonneuve et al., 2000; West et al., 1997). Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass sowohl der Histidin- als auch der Aspartatrest Teil des aktiven 
Zentrums sind. Der Histidinrest abstrahiert vermutlich ein Proton von der Hydroxygruppe des 
Acylakzeptors und erleichtert damit seinen nucleophilen Angriff auf die Thioesterbindung des 
Acyldonators, während die positive Ladung des Imidazolringes durch die negative Ladung 
des Aspartatrestes stabilisiert wird (Heath et al., 1998; Lewin et al., 1999; Turnbull et al., 
2001). Der Glycinrest in der PEG-Box, der in der S. hanedai- und Thraustochytrium-Sequenz 
enthalten ist, scheint für die native Konformation des aktiven Zentrums und der Glutamatrest  
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Abb. 3.7: Vergleich der S. hanedai und Thraustochytrium LPAAT-Aminosäuresequenz mit nahe verwandten 
LPAAT-Sequenzen. Die konservierten Boxen sind umrandet. A: E. coli*, S20460; B: Haemophilus influenza, 
D64089; C: Salmonella typhimurium, B45582; D: Vibrio cholerae, C82067; E: Pseudomonas aeruginosa, 
G83101; F: Yersinia. pestis, AC0083, G: Neisseria meningitidis*, A81842. Die mit * markierten Sequenzen 
sind funktional charakterisiert. 
NH  –X4- D
K                 P      G                 G             R
FPEG             G     L      F                     A        G    
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für die Substratbindung wesentlich zu sein (Dircks et al., 1999b; Heath et al., 1998; Lewin et 
al., 1999; Slabas et al., 2002; West et al., 1997). Sowohl die S. hanedai- als auch die 
Thraustochytrium-Aminosäuresequenz verfügen außerdem über einen Argininrest zwischen 
den beiden Boxen, der für die Bindung des Acylrezeptors eine wichtige Rolle spielt (Dircks et 
al., 1999b; Lewin et al., 1999). Ein auffälliges Merkmal der Thraustochytrium-Sequenz ist die 
Insertion von sieben Aminosäuren zwischen dem Argininrest und der PEG-Box. Keine der 
bisher funktional charakterisierten LPAAT-Gene zeigt diese Insertion. 
Obwohl die N-terminale Bereiche zwischen den Acyltransferase-Sequenzen verschiedener 
Organismen geringste Sequenzähnlichkeiten aufweist, kann dieser variable Bereich Einfluss 
auf die Aktivität und Substratspezifität der Acyltransferasen ausüben (Maisonneuve et al., 
2000). So führt ein Q44L-Austausch im SCL1-Gen von Saccharomyces cerevisiae, sowie der 
Austausch von T122L im plsC-Gen von E. coli zu einer veränderten Acyl-CoA-Spezifität 
(Morand et al., 1998; Nagiec et al., 1993). 
Die LPAAT-Sequenzen von S. hanedai und Thraustochytrium zeigen nicht nur Ähnlichkeit 
zu den an der Membranlipidsynthese beteiligten LPAATs der Proteobakterien (Abb.3.7), 
sondern auch zu den den plastidären (Bourgis et al., 1999) und samenspezifisch exprimierten 
mikrosomalen LPAATs (Hanke et al., 1995; Knutzon et al., 1995) (Abb. 3.8). Die Sequenzen 
aus den beiden Mikroorganismen unterscheiden sich allerdings von den in Pflanzen 
konstitutiv exprimierten mikrosomalen LPAATs, die an der Membranlipidsynthese beteiligt 
sind (Brown et al., 1994; Gräfin zu Münster, 1997). Die in Abb. 3.8 dargestellten 
Hydropathieplots dieser Proteine verdeutlichen diese Unterschiede. Die Sequenzen aus 
S. hanedai und Thraustochytrium sowie die der bakteriellen und der samenspezifisch 
exprimerten LPAATs verfügen über eine mehr oder weniger ausgeprägte hydrophobe  
N-terminale Domäne und einen hydrophilen C-Terminus. Wobei die samenspezifisch 
exprimierten LPAATs eine hydrophile N-terminale Extension besitzen. Diese Plots, sowie die 
Lage der konservierten Domänen deuten darauf hin, dass diese LPAATs durch eine 
Transmembrandomäne in den Biomembranen verankert sind. Im Gegensatz dazu verfügen die 
in Pflanzen konstitutiv exprimierten mikrosomalen LPAATs wahrscheinlich über mehr als 
eine Transmembrandomäne, da sie sich durch eine ausgeprägte N- und C-terminale 
hydrophobe Extensionen auszeichnen.  
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Abb. 3.8: Hydropathieplots der LPAAT-Sequenzen von S. hanedai, Thraustochytrium, E. coli, F855961; 
L. douglasii CAB09138 (samenspezifische LPAAT); B. napus; Z95637 (konstitutive LPAAT). Die Lage der 
konservierten Boxen ist markiert. Bereiche deutlich oberhalb der gestrichelten Linie stellen mögliche 
Transmembran-Domänen dar. 
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3.4 Expression der LPAAT-Sequenzen in E. coli 
 
Um direkte Hinweise zu liefern, dass die isolierten offenen Leserahmen von S. hanedai und 
Thraustochytrium LCPUFA-spezifische LPAAT kodieren, wurden sie in pQE-Expressions-
Vektoren kloniert und in der E. coli-Mutante JC201 exprimiert (Coleman, 1990), sodass die 
Aktivitäten der eingeführten heterologen LPAATs unabhängig von der E. coli-eigenen 
Aktivität analysiert werden konnten. 
Das pQE-Expressionssystem (Qiagen) wird durch das Genprodukt des Repressorplasmids 
pREP4 in seiner Transkription reguliert. Die Induktion erfolgt durch Zugabe von IPTG. Für 
die potenziellen LPAAT-Gene von S. hanedai und Thraustochytrium wurden jeweils zwei 
Expressionskonstrukte erstellt pQESh und pQESh-His bzw. pQETs und pQETs-His. Die 
Vektoren pQESh und pQETs beinhalten die unmodifizierten offenen Leserahmen, 
wohingegen pQESh-His und pQETs-His für rekombinante Proteine kodieren, die am  
C-Terminus eine Histidin-Domäne enthalten, sodass die Translationsprodukte mittels 
Antikörper gegen die Histidindomäne im Western-Blot analysiert werden konnten. Die 
Expression der LPAAT-Sequenzen mit und ohne Histidin-Domäne sollte auch zeigen, ob die 
Histidin-Domäne Stabilität oder Aktivität der exprimierten Proteine beeinflußt.  
In Vorversuchen wurde zunächst untersucht, in welchem Ausmaß sich die Inkubationsdauer 
nach der induzierten Genexpression auf die Akkumulation der LPAAT-Proteine in den 
E. coli-Zellen auswirkt. Dazu wurden die E. coli-JC201/pREP-Zellen mit den entsprechenden 
S. hanedai- bzw. Thraustochytrium-LPAAT-Konstrukten bis zu einer OD600 von 0,5 bei 30°C 
kultuviert (2.16.1.2) und dann die Expression durch Zusatz von IPTG induziert. Nach 
unterschiedlichen Zeiten wurden Kulturproben entnommen und für Western Blot-Analysen 
aufgearbeitet (Abb. 3.9). Die Detektion der exprimierten Proteine erfolgte mit monoklonalen 
Antikörpern gegen die Histidin-Domäne. Bei diesen Analysen war das rekombinante  
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.9: Analyse des in E. coli exprimierten S. hanedai-LPAAT-Proteins in Abhängigkeit von der Dauer der 
induzierten Genexpression. E. coli-Zellen, die das pQESh-His-Konstrukt enthielten, wurden nach den 
angegebenen Induktionszeiten geerntet. Es wurden jeweils 20 µg der Zellextrakte analysiert. 
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25 kDa-LPAAT-Protein von S. hanedai nur in den induzierten Bakterienzellen klar 
nachweisbar. Höchste Proteinmengen konnten nach dreistündiger Induktion detektiert 
werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die transgenen JC201-Zellen drei Stunden nach 
der Induktion geerntet und in Membran- und lösliche Proteinfraktion aufgetrennt. Wie in Abb. 
3.10 dargestellt, war das S. hanedai-Protein in den bakteriellen Membranfraktionen nicht aber 
in den löslichen Proteinfraktionen nachweisbar. Diese subzelluläre Lokalisation stimmt mit 
den Hydropathie-Analysen von S. hanedai überein (Abb. 3.8), die Hinweise lieferten, dass das 
S. hanedai-LPAAT-Gen für ein Membranprotein kodiert. Darüber hinaus akkumulierte das 
S. hanedai-Protein in unlöslichen Proteinaggregaten, die bei niedertouriger Zentrifugation 
sedimentierten (Abb. 3.10). Um die Ausbildung unlöslicher LPAAT-Aggregate zu reduzieren, 
wurden die Kulturen bei verschiedenen Temperaturen induziert. Die Induktionstemperatur 
wurde schrittweise von 30°C auf 14°C gesenkt. Dabei nahm der Gehalt der 
Translationsprodukte in den E. coli-Zellen deutlich ab. Die LPAAT-Gehalte in den 
unlöslichen Aggregaten im Verhältnis zu denen in den Membranfraktionen änderten sich aber 
nicht signifikant. Selbst bei einer Induktiontemperatur von 14°C akkumulierten die LPAAT in 
den unlöslichen Aggregaten etwa zweifach höher als in den Membranfraktionen  
(Abb. 3.10 A).  
 
A       B  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.10: Western-Blot-Analyse der in der E. coli-Mutante JC201 exprimierten LPAAT-Konstrukte von 
A: S. hanedai und B: Thraustochytrium. Die Kulturen die das S. hanedai-Konstrukt enthielten, wurden 24 h bei 
14°C induziert das Protein-Verhältnis von Einschlusskörper- zu Membranfraktionen und löslichen Fraktionen 
betrug 2:1, die Induktion der Kulturen mit dem Thraustochytrium-Konstrukt erfolgte für 2 h bei 30°C. (Spur M: 
Proteinmarker, Spur 1: 7 µg Einschlusskörperfraktion, Spur 2: 7 µg Membranfraktion und Spur 3: 14µg lösliche 
Proteinfraktionen).  
 
Im Unterschied zum LPAAT-Protein von S. hanedai war das Thraustochytrium-Protein auf 
Western-Blots nicht detektierbar (Abb. 3.10 B). Weder eine Verlängerung der Induktionszeit 
  Ergebnisse und Diskussion 
 80
noch die Reduktion der Induktionstemperatur beeinflussten dieses Ergebnis. Dabei 
unterschieden sich die transgenen JC201/pREP4, die die Thraustochytrium-LPAAT 
exprimierten, weder im Wachstumsverhalten noch in ihrem morphologischen 
Erscheinungsbild von den Kontroll-Zellen, die lediglich den Leervektor exprimierten. Diese 
Beobachtung deutet darauf hin, dass das Thraustochytrium-LPAAT-Protein für E. coli nicht 
toxisch ist, sondern dass das chimäre Genkonstrukt nur schwach exprimiert oder das 
Expressionsprodukt schnell abgebaut wurde. Daher wurde der Protease-defiziente 
Bakterienstamm BL21-CodonPlus-RIL (Stratagene) zur Expression der Thraustochytrium-
LPAAT verwendet, der darüber hinaus über zusätzliche Kopien für die in Bakterien 
unterrepräsentierten tRNAs für Arginin, Isoleucin und Leucin verfügt (Chen & Inouye, 1990). 
Der Bakterienstamm wurde zunächst mit dem Helferplasmid pREP4 (BL21/pREP4) und 
anschließend mit den Vektoren pQETs bzw. pQETs-His transformiert. Nach 
unterschiedlichen Induktionszeiten wurden Kulturproben entnommen und mittels Western-
Blot analysiert. Selbst mit hochspezifischen Antikörpern gegen die Histidin-Domäne war in 
keinem der Ansätze das LPAAT-Protein von Thrautochytrium im Western-Blot nachweisbar. 
Aus Expressionsversuchen mit anderen Sequenzen geht hervor, dass die Insertion der 
Histidin-Domänensequenz am 5'-Ende des offenen Leserahmens zu deutlich höheren 
Translationsraten führte als die am 3'-Ende (Korepanova et al., 2005; Lu et al., 2002). Daher 
wurde der offene Leserahmen in den pQE30-Vektor umkloniert, der eine Expression der 
Zielsequenz mit N-terminaler Histidin-Domäne ermöglicht. Auch bei der Expression dieses 
Konstruktes war das Thraustochytrium-Protein im Western-Blot nicht nachweisbar.  
Da Enzymtests im Vergleich zu Western-Blot-Analysen meist sensitiver sind und deutlich 
weniger Protein benötigen, wurden zur weiteren Analyse mit den verschiedenen 
Membranfraktionen der transgenen JC201-Zellen LPAAT-Enzymtests durchgeführt.  
Wie in Abb. 3.11 dargestellt, war in den Fraktionen der JC201 Zellen, die nur den Leervektor 
enthielten, keine LPAAT-Aktivität nachweisbar. Dagegen zeigten die Fraktionen der Zellen, 
die ein S. hanedai-Konstrukt exprimierten, klar LPAAT-Aktivität. Diese Aktivität war 
darüber hinaus mit 22:6-CoA als Donator wesentlich höher als mit 18:1-CoA. Diese Versuche 
zeigten somit klar, dass das klonierte S. hanedai-Gen eine LPAAT kodiert, die eine Spezifität 
für LCPUFA besitzt. 
Der Vergleich der ermittelten LPAAT-Aktivitäten zeigt ebenfalls, dass das Anfügen der 
Histidin-Domäne an den C-Terminus des S. hanedai-Proteins keinen nennenswerten Einfluss  
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Abb. 3.11: Spezifische LPAAT-Aktivitäten der Membranfraktionen aus transgenen JC201-Zellen, die entweder 
den Leervektor pQE als Kontrolle (schwarze Balken) oder LPAAT-Konstrukte von S. hanedai (pQE-Sh, weiße 
Balken; pQE-Sh-His, grauer Balken) oder das Thraustochytrium-LPAAT-Konstrukt (pQE-Ts, quer gestreifter 
Balken) enthielten. Die Membranfraktionen wurden nach 24-stündiger Induktion bei 14°C aus den transgenen 
JC201 isoliert und für LPAAT-Assays verwendet 
 
auf seine LPAAT-Aktivität ausübt (Abb. 3.11). Allerdings wies nur das bei niedrigen 
Temperaturen exprimierte LPAAT-Protein von S. hanedai Aktivität auf. Dabei mussten die 
Zellen bei Temperaturen zwischen 14 und 16°C induziert werden. Darüber hinaus nahm die 
Aktivität in den isolierten transgenen E. coli-Membranen sehr schnell ab und war vier 
Stunden nach der Aufarbeitung nicht mehr nachweisbar, wohingegen die LPAAT in isolierten 
Membranen von S. hanedai selbst nach einmonatiger Lagerung bei -20°C kaum an Aktivität 
verlor. Diese Daten deuten darauf hin, dass die LPAAT nur bei niedrigen Temperaturen ihre 
native katalytisch aktive Konformation ausbilden kann. Dies wurde auch für Proteine aus 
S. gelidimaria ACAM 456 und Pseudoalteromonas haloplanktis, die wie S. hanedai eine 
optimale Wachstumstemperatur um 15°C aufweisen, beschrieben (Georlette et al., 2004; 
Nichols et al., 1999). Die sehr geringe Stabilität der S. hanedai-LPAAT in E. coli-Membranen 
sowie ihre Akkumulation in unlöslichen Protein-Aggregaten lassen vermuten, dass diese 
Proteine ein bestimmtes Membranmilieu, wie LCPUFA-reiche Membranlipide, zur 
effizienten Membranintegration und zur Stabilisierung einer katalytisch aktiven Konformation 
benötigen. 
Im Unterschied zur S. hanedai-LPAAT war die Aktivität der Thraustochytrium-LPAAT bei 
den enzymatischen Untersuchungen nicht nachweisbar (Abb. 3.11). Unabhängig vom 
Konstrukt, E. coli-Stamm sowie von den verwendeten Expressionsbedingungen zeigten die 
Membranfraktionen aus den Bakterien, die ein Thraustochytrium-LPAAT-Konstrukt 
enthielten, keine signifikant höheren LPAAT-Aktivitäten als die entsprechenden 
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Kontrollfraktionen. Demnach sind die Translationsprodukte der Thraustochytrium-LPAAT-
Konstrukte in E. coli so instabil, dass sie selbst mit empfindlichen Enzymtests nicht detektiert 
werden können. Dies wurde auch für eine Vielzahl anderer an der Lipidbiosynthese beteiligter 
membrangebundener Enzyme wie z. B. DAGAT und Prenyltransferasen beschrieben 
(Collakova & DellaPenna, 2001; Hobbs & Hills, 2000). 
Eine Möglichkeit Membranproteine in E. coli zu stabilisieren, sodass sie in signifikanten 
Mengen in bakteriellen Zellen akkumulieren, ist die N-terminale Fusionierung mit einem 
bakteriellen Polypeptid wie z. B. der Glutathion-S-Transferse (GST) aus Schistosoma 
japonicum (Smith & Johnson, 1988). Da es sich bei der GST um ein lösliches Protein mit 
einer Masse von 26 kDa handelt, akkumulieren die Fusionsproteine vor allem als lösliche 
Proteine. Durch eine solche N-terminale Fusion ist es gelungen, nicht nur lösliche sondern 
auch membrangebundene Enzyme, wie z. B. Monogalaktosyldiacylglycerol-Synthase in 
katalytisch aktiver Form zu exprimieren (Shimojima et al., 1997; Turnbull et al., 2001). Daher 
wurde der offenen Leserahmen der Thraustochytrium-LPAAT mittels PCR amplifiziert und in 
den pENTR-Vektor des Gatewaysystems (Invitrogen) kloniert. Zum Vergleich wurde ein 
entsprechendes Konstrukt mit der S. hanedai-Sequenz erstellt. Anschließend wurden die 
Sequenzen durch eine LR-Reaktion in den Zielvektor pDEST15 (Invitrogen) übertragen 
(2.16.2). Dieser Vektor erlaubt die Expression der LPAAT-Proteine als N-terminale 
Fusionsproteine mit GST. Die beiden LPAAT-Sequenzen wurden außerdem mittels PCR am 
C-Terminus mit der Sequenz für eine Histidin-Domäne versehen, wobei die Konstrukte 
pGST-Sh-His und pGST-Ts-His entstanden. Eine Detektion der Translationsprodukte war 
somit sowohl mit GST- als auch mit Histidin-spezifischen monoklonalen Antikörpern 
möglich (Rosales & Lee, 2000, Scheich et al., 2003). Nach Transformation dieser Konstrukte 
in den Protease-defizienten Bakterienstamm BL21 wurden die Kulturen bis zu einer OD600 
von 0,5 bei 30°C angezogen und anschließend mit Arabinose für 24 h induziert. 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.12: Expression der Thraustochytrium LPAAT als GST-Fusionsprotein in E. coli. Zellextrakte und 
Membranfraktionnen wurden aus E. coli-Zellen, die das pGST-SH-His-Konstrukt 24 h bei 15°C exprimierten , 
isoliert und in Western-Blots mit GST-Antikörpernn analysiert (Spur 1: 14µg Zellextrakt; Spur 2: 7µg 
Membranfraktion; Spur 3: 14 µg Membranfraktion). 
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Die Induktion der Expression erfolgte bei 15°C, um die Bildung von Einschlusskörpern auf 
ein Minimum herab zu setzen. In den Membranfraktionen der E. coli-Zellen, die die LPAAT-
Konstrukte exprimierten, war nicht nur das 50 kDa Fusionsprotein der S. hanedai-LPAAT, 
sondern auch das 60 kDa Fusionsprotein der Thraustochytrium-LPAAT, sowohl mit Histidin, 
als auch mit GST-spezifischen monoklonalen Antikörpern im Western-Blot detektierbar 
(Abb. 3.12). 
Aus den löslichen Proteinfraktionen wurden die Fusionsproteine über 
Affinitätschromatographie an GST-Sepharose gereinigt. Wie in Abb. 3.13 dargestellt, wurde 
durch diese Affinitätschromatographie eine deutliche Anreicherung der GST-LPAAT-
Fusionsproteine nicht nur von S. hanedai, sondern auch von Thraustochytrium erzielt. Aus 
Abb. 3.13 geht hervor, dass das Fusionsprotein von S. hanedai mittels Western-Blots schon in 
Zellextrakten und löslichen Proteinfraktionen detektierbar war (Abb. 3.13 C), wohingegen das 
Thraustochytrium-Fusionsprotein erst in den gereinigten Proteinfraktionen als deutliche  
Bande nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.12 und Abb. 3.13 D). Die N-terminale GST-
Fusion stabilisiert offensichtlich die Thraustochytrium-LPAAT und ermöglicht somit die  
 
A              B    
 
 
 
 
 
 
 
C              D    
 
 
 
Abb. 3.13:. Reinigung der in E. coli exprimierten GST-LPAAT-Fusionsproteine von S. hanedai (A, C) und 
Thraustochytrium (B, D). Die Kulturen wurden bei 15°C für 24 h induziert. Proteinfraktionen (jeweils 7 µg 
Protein) wurden über SDS-PAGE (A und B) und Western-Blots (C und D) mit Antikörpern gegen die Histidin-
Domäne analysiert. (Spur 1, E. coli-Zellextrakt; Spur 2, lösliche Proteinfrakton; Spur 3-5, mit Waschpuffer von 
Säule eluierte Proteinfraktion; Spur 6, mit Glutathion von der Säuele eluierte Proteinfraktion; Spur M, 
Proteinmarker; Spur K, GST-Kontrolle).  
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Akkumulation des Fusionsproteins in den bakterien Zellen. Enzymtests mit den gereinigten 
Protein- und Membranfraktionen, die das Fusionsprotein der Thraustochytrium-LPAAT 
enthielten, zeigten allerdings, dass die Fusionsproteine keine LPAAT-Aktivität besitzen. 
Somit führt die N-terminale Fusion zwar zu einer deutlichen Stabilisierung der 
Translationsprodukte, verhindert aber die Ausbildung einer katalytisch aktiven Konformation 
der LPAAT-Proteine. 
Zusammenfassend zeigten die Expressionsstudien in E. coli, dass das klonierte S. hanedai-
Gen eine LCPUFA-spezifische LPAAT kodiert. Aufgrund der Sequenzähnlichkeiten ist es 
wahrscheinlich, dass auch das Thraustochytrium-Gen eine solche LPAAT kodiert. Dies 
konnte allerdings durch die Expressionsversuche in E. coli nicht verifiziert werden, da das 
Thraustochytrium-Protein in E. coli vermutlich nicht in die Membranen integriert und deshalb 
schnell abgebaut wird. Durch eine N-terminale GST-Fusion ist es gelungen, das 
Thraustochytrium-Protein in E. coli zu stabilisieren. Diese Fusion verhindert allerdings die 
Ausbildung der katalytisch aktiven Konformation des Proteins. Für enzymatische 
Untersuchungen dieses experimentellen Ansatzes bedarf es der proteolytische Freisetzung der 
LPAAT aus dem Fusionsprotein und setzt die Entwicklung geeigneter 
Rekonstitutionsbedingungen voraus. 
 
 
3.5 Expression der Thraustochytrium-LPAAT in eukaryoten Zellen 
Eukaryote Zellen sind zur heterologen Expression von integralen Membranproteinen meist 
besser geeignet als E. coli (Barnes et al., 1994; Bill, 2001; Morton & Potter, 2000). Daher 
wurde der offene Leserahmen der Thraustochytrium-LPAAT-Sequenz in den S. cerevisiae- 
Expressionsvektor pYES2 kloniert (2.17.1). Der Leervektor pYES und die Konstrukte pYES-
Ts und pYES-TsHis wurden zur Transformation der S. cerevisiae Y13749-Mutante 
verwendet. Diese Hefemutante ist im SLC1-Gen deletiert, das die dominierende mikrosomale 
LPAAT-Aktivität in Hefezellen kodiert (Athenstaedt & Daum, 1999a; 1999b; Sorger & 
Daum, 2003). Die Expression der offenen Leserahmen wird durch den PGAL1-Promotor 
kontrolliert und durch Zugabe von Galaktose induziert. Die Hefezellen, die den Leervektor 
pYES2 enthielten, dienten als Kontrollen. Wie in Abb. 3.14 dargestellt, besitzt die in den 
Membranfraktionen der Hefemutante noch nachweisbare LPAAT deutlich höhere Aktivitäten  
mit 18:1-CoA als mit 22:5- oder 22:6-CoA. Damit unterscheidet sich das Hefeenzym in ihrer 
Acyl-CoA-Spezifitäten deutlich von der Thraustochytrium-LPAAT-Aktivität (Abb. 3.3). 
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Abb. 3.14: Acyl-CoA Spezifitäten der LPAAT in Membranfraktionen von S. cerevisiae Y13749 (schwarze 
Balken) und Insektenzellen (graue Balken). Enzymtests erfolgten mit 1-Oleoyl-[U-14C]glycerin-3-phosphat in 
Gegenwart der angegebenen Acyl-CoA-Thioester. 
 
Die transgenen S. cerevisiae-Zellen wurden bei 28°C kultiviert. Um den Einfluß der 
Induktionsdauer auf die Expression zu messen, wurden Kulturproben nach unterschiedlichen 
Induktionzeiten entnommen, die transgenen Zellen von den löslichen Proteinfraktionen 
getrennt und die Membranenen in Western-Blot-Analysen eingesetzt. Unabhängig von der 
Induktionsdauer konnte das Thraustochytrium-LPAAT-Protein nicht in Western-Blots 
detektiert werden. Ebenso lieferten die Enzymtests mit den Membranfraktionen keine 
signifikant höheren LPAAT-Aktivitäten als die Kontrollfraktionen (Abb. 3.15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.15: Spezifische LPAAT-Aktivitäten der transgenen Membranfraktionen aus S. cerevisiae Y13749, die 
entweder den Leervektor pYES (schwarze Balken) oder das LPAAT-Konstrukte von Thraustochytrium 
enthielten (graue Balken). Die Zellen wurden 12 h bei 28°C induziert. 
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Demnach wird das Thraustochytrium-Protein nicht nur in E. coli, sondern auch in 
S. cerevisiae, deren Membranlipide wie in E. coli fast ausschließlich mit gesättigten und 
einfach ungesättigten C16-und C18-Fettsäuren verestert sind, nicht in die Membranen integriert 
und daher schnell abgebaut. Hobbs et al. (1999) beschreiben einen ähnlichen Fall, bei dem die 
Expression der an der Reservelipidsynthese beteiligten DAGAT-Proteins weder in E. coli 
noch in S. cerevisiae möglich war. Eine Charakterisierung gelang erst durch die Expression in 
Insektenzellen. 
Um eine funktionale Expression des LPAAT-Gens von Thraustochytrium zu erzielen wurde 
daher in Zusammenarbeit mit der BASF Plant Science GmbH die LPAAT-Sequenz von 
Thraustochytrium in Insektenzellen transfiziert. Dazu wurde die Thraustochytrium-LPAAT in 
den pfastBac-Vektor (Stratagene) kloniert und zur Transfektion von Insektenzellen 
(Spodoptera frugiperda, Sf9) verwendet. Aus den Insektenzellen wurden, wie unter 2.18.3 
beschrieben, Membranen präpariert und mittels Western-Blots analysiert. In einer von vier 
transfizierten Zelllinien (pTs-His12/3) war das LPAAT-Protein von Thraustochytrium als 
schwache Bande mit der erwarteten Masse von 35 kDa nachweisbar (Abb. 3.16). Demnach ist 
die Expression der Thraustochytrium-LPAAT-Sequenz in Insektenzellen prinzipiell möglich, 
sie variiert allerdings sehr stark in Abhängigkeit der erzielten Transfektionsraten.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.16: Western-Blot-Analyse der Expressionsprodukte in Insektenzellen. Membranfraktionen (15 µg) aus 
zwei mit dem Thraustochytrium-Konstrukt pTS-His (1, 2), sowie einer mit dem Leervektor pfastBac (3) 
transfizierten Zelllinien wurden analysiert. 
 
Bei LPAAT-Enzymtest zeigten selbst die Membranfraktionen, in dem die Thraustochytrium-
LPAAT im Western-Blot nachweisbar war, keine deutlich höhere Enzymaktivität als die 
Kontrollen. Dies beruht vermutlich auf den sehr geringen Thraustochytrium-LPAAT Gehalten 
in den Insektenzellmembranen, sodass das Enzym auf dem Hintergrund der endogenen 
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LPAAT-Aktivität der Insektenzellen (Abb. 3.15) nicht eindeutig detektiert werden konnte. 
Aus diesen Daten wird deutlich, dass die Expression der Thraustochytrium-LPAAT in 
Insektenzellen möglich ist. Für die enzymatische Untersuchung der Thraustochytrium-
LPAAT setzt dieses Expressionssystem eine Optimierung der Transfektionsraten, die 
Expression in sehr großem Kultur-Volumen und vermutlich die anschließende Reinigung der 
heterologen LPAAT-Proteine voraus.  
 
 
3.6 Klonierung der Thraustochytrium-LPAAT in Pflanzenvektoren 
Um die Einschleusung von LCPUFAs in die sn-2-Position der Samenöle transgener 
Rapspflanzen zu ermöglichen, war das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Identifizierung und 
Bereitstellung von LCPUFA-spezifischen LPAAT-Genen für die Pflanzentransformation. Da 
der Generationszyklus von Arabidopsis thaliana im Vergleich zu Rapspflanzen nur wenige 
Wochen beträgt, wurde diese als Modellpflanze gewählt. Ausgehend von der 
Thraustochytrium-LPAAT-Sequenz wurden zwei binäre Pflanzenkonstrukte erstellt  
(Abb. 3.17). Zum einen wurde das Thraustochytrium-LPAAT-Gen unter der Kontrolle des 
doppelten 35S-Promotor des Cauliflower-Mosaik-Virus (CaMV) (Kay et al., 1987) und der 
untranslatierten Leitsequenz des Alfalfa-Mosaik-Virus RNA4 (AMV-leader) (Datla et al., 
1993) in den pRE1-Vektor einkloniert, wobei das Konstrukt pRE-TsLPAAT entstand  
(Abb. 3.17 A).  
 
A 
 
 
B 
 
 
Abb. 3.17: Schematische Darstellung der Thraustochytrium-LPAAT zwischen dem rechten (BR) und linken (BR) 
Grenzbereich der T-DNA der binären Pflanzenkonstrukte A: pRE-TsLPAAT und B: pUSP-TsLPAAT. (p35S, 
35S-Promotor; Npt, Neomycin-Phosphotransferase-Gen, tNOS, Nopaline-Synthase-Terminator; AMV, Alfalfa-
Mosaik-Virus RNA4-Leitsequenz; p35S-35S, doppelter 35S-Promotor; pNOS, Nopaline-Transferase Promotor; 
tOCS1, Octopin-Synthase-Terminator, pUSP, USP-Promotor). 
 
Zum anderen wurde das Konstrukt pUSP-TsLPAAT entwickelt (Abb. 3.17 B), in dem die 
cDNA der Thraustochytrium-LPAAT unter Kontrolle des starken USP-Promotors aus  
BL pNOS Npt tNOS tOCS1             TsLPAAT pUSP BR
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Vicia faba exprimiert wird (Baumlein et al., 1991). Im Unterschied zum konstitutiven  
35S-Promotor, gewährleistet der USP-Promotor eine starke samespezifische Expression 
während der Samenreifung in der auch die Reservelipidbiosynthese stattfindet.  
A. thaliana-Pflanzen wurden durch Eintauchen der Blüten in eine rekombinante 
Agrobakterien-Suspension transformiert (2.4.6.1), die Samen geerntet (F1), sterilisiert, auf 
Kanamycin-haltigen Medium selektioniert, in Erde überführt und die Samen der geselbsteten 
Pflanzen geerntet (F2). Mittels PCR-Analyse wurde die Integration der chimären-Gen-
Konstrukte ins Genom ausgewählter kanamycinresistenter F1-A. thaliana-Pflanzen überprüft 
(2.6.2). Mit den Primer ACtrau-3´ und ACtrau-5´ (2.10.3) wurde die integrierte 
Thraustochytrium-LPAAT amplifiziert, wohingegen mit den Primern NPT5´ und NPT3´ das 
Vorhandensein des Neomycin-Phosphotransferase-Gens verifiziert wurde (2.10.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.18: Inverse Darstellung der Kontroll-PCR zum Nachweis transgener A. thaliana-Linien. Als Template 
diente genomische A. thaliana-DNA der transgenen Linie pRE-TsLPAAT23/11. Durch PCR mit den Primern 
NPT-5´ und NPT-3` wurde das Neomycin-Phosphotransferase-Gen (Spur 1-4) und durch die Primer Actrau3´ 
und ACtrau5´ die Thraustochytrium-LPAAT-Sequenz (Spur 5-8) amplifiziert. (Spur 1 und 5, WT-DNA; Spur 2 
und 6, genomische DNA der Linie 23/11; Spur 3 und 7, Positivkontrolle mit Neomycin-Phosphotransferase-Gen 
bzw. Thraustochytrium-LPAAT-Gen; Spur 4 und 8, negativ Kontrolle). 
 
Wie aus Abb. 3.18 am Beispiel der Linie pRE-TsLPAAT23/11 zu entnehmen, konnte sowohl 
das Thraustochytrium-LPAAT-Gen mit der Größe von 960 bp als auch das Neomycin-
Phosphotranferase-Gen mit einer Größe von 650 bp nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis 
verdeutlichte, dass die Konstrukte in das A. thaliana-Genom integriert worden sind. Sobald 
transgene 22:6n-3-reiche A. thaliana-Linien zur Verfügung stehen, können die in der 
vorliegenden Arbeit untersuchten transgenen A. thaliana-Linien für Kreuzungsexperimente 
genutzt werden, um die Einschleusung von 22:6n-3 in die Samenöle zu verbessern und somit 
ihren 22:6n-3-Gehalt zu optimieren. 
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4 Zusammenfassung 
 
Sehr langkettige mehrfach ungesättigte Fettsäuren sind die dominierenden Fettsäuren in den 
Membranlipiden der Säuger. Sie sind z. B. für die Nervenfunktion, das Sehen und die 
Reproduktion essentiell und dienen darüber hinaus als Vorstufe für die Biosynthese der 
verschiedenen Eicosanoide. Die Biosyntheseraten dieser Fettsäuren sind in Säugern meist zu 
gering, um ihren Bedarf zu decken und müssen daher mit der Nahrung aufgenommen werden. 
Transgene Ölsaaten, die LCPUFAs in ihren Samenölen akkumulieren, stellen eine attraktive 
Möglichkeit für eine nachhaltige Produktion dieser essentiellen Fettsäuren für die 
menschliche Ernährung dar. Zur Entwicklung solcher transgenen Linien sollten in der 
vorliegenden Arbeit Gene für Lysophosphatidsäure-Acyltransferasen (LPAAT) kloniert 
werden, die spezifisch LCPUFAs in die mittlere Glycerinposition der Samenöle einführen. 
Zur Identifizierung von Organismen, die über LCPUFA-spezifische LPAATs verfügen, 
wurde nach Mikroorganismen gesucht, die hohe LCPUFA-Gehalte in der sn-2-Position ihrer 
Glycerolipide aufweisen. Wie Lipidanalysen zeigten, akkumuliert Shewanella hanedai 
Eicosapentaensäure (20:5n-3) in der sn-2-Position seiner Glycerolipide, wohingegen sich 
Thraustochytrium und Schizochytrium durch sehr hohe Docosahexaensäure(22:6n-3)-Gehalte 
in diesen Positionen auszeichnen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden im nächsten Schritt die 
LPAATs aus diesen Organismen untersucht. Wie die Analyse der Acyl-CoA-Spezifitäten der 
Enzyme zeigten, verfügt die Thraustochytrium- wie die Schizochytrium-LPAAT über eine 
ausgeprägte Spezifität für mehrfach ungesättigte C22-CoA-Thioester. Die S. hanedai-LPAAT 
besitzt dagegen eine etwas breitere LCPUFA-Spezifität, da sie neben 
Docosapentaensäure(22:5n-3)-CoA und 22:6n-3-CoA auch mehrfach ungesättigte  
C20-CoA-Thioester in die sn-2-Position einführt. Die LPAATs dieser Organismen verfügen 
somit über optimale Eigenschaften, LCPUFAs effizient in die mittlere Glycerinposition 
einzuschleusen. Daher wurden im Folgenden die Gene für die LCPUFA-spezifischen 
LPAATs kloniert. 
Zur Klonierung der S. hanedai-LPAAT wurde eine genomische-Bank von S. hanedai erstellt 
und mittels PCR und verschiedener von LPAAT-Sequenzen abgeleiteter Primer in 
unterschiedlichen Kombinationen abgesucht. Hierbei wurde eine 1486 bp lange DNA-
Sequenz identifiziert, die ein 25,2 kDa Polypeptid kodiert. Da die LPAATs von 
Thraustochytrium und Schizochytrium keine Unterschiede hinsichtlich ihrer Acyl-CoA-
Spezifitäten aufwiesen, wurden zur Klonierung eines 22:6n-3 spezifischen LPAAT-Gens 
Thraustochytrium-cDNA-Expressionsbanken mit verschiedenen Methoden und einer 
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partiellen Thraustochytrium-Sequenz als Sonde abgesucht. Dabei ist es gelungen einen 
cDNA-Klon mit einer Länge von 1117 bp zu isolieren, der ein 33,6 kDa Protein kodiert. Die 
abgeleitete Aminosäuresequenz weist, wie die von S. hanedai, deutliche Ähnlichkeiten zu 
bakteriellen LPAAT-Sequenzen auf. Ebenso enthalten die beiden Aminosäuresequenzen die 
für LPAATs typischen Domänen und sind vermutlich über eine Transmembrandomäne in der 
Biomembran verankert. 
Die Sequenz von S. hanedai wurde in E. coli funktional exprimiert und wies mit 22:6n-3-CoA 
wesentlich höhere Aktivitäten als mit 18:1-CoA auf. Diese Versuche zeigten somit klar, dass 
das klonierte S. hanedai-Gen eine LPAAT kodiert, die eine Spezifität für LCFUFAs besitzt. 
Aufgrund der Sequenzähnlichkeiten ist es wahrscheinlich, dass auch das Thraustochytrium-
Gen eine solche LPAAT kodiert. Dies konnte allerdings durch Expressionsversuche in E. coli 
nicht verifiziert werden, da das Thraustochytrium-Protein in E. coli sehr schnell abgebaut 
wurde. Durch eine N-terminale GST-Fusion ist es gelungen, das Protein zu stabilisieren. 
Allerdings verhindert die Fusion die Ausbildung der katalytisch aktiven Konformation der 
LPAAT. Nach Expressionsstudien in verschiedenen Organismen waren zur Expression der 
Thraustochytrium-LPAAT Insektenzellen am besten geeignet. 
Mit der Thraustochytrium-LPAAT-Sequenz wurden chimäre Genkonstrukte erstellt,  
in Arabidopsis transformiert und transgene Pflanzen selektiert. Sobald 22:6n-3-reiche 
transgene Arabidopsis-Linien zu Verfügung stehen, können die in der vorliegenden Arbeit 
entwickelten transgenen Linien für Kreuzungsexperimente genutzt werden, um die 
Einschleusung von 22:6n-3 in die Samenöle zu verbessern und somit den 22:6n-3-Gehalt zu 
optimieren.  
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6 Anhang 
 
Abkürzungsverzeichnis 
 
A Adenin 
Abb. Abbildung 
Abs. absolut 
ACP Acyl-Carrier-Protein 
A. dest. Aqua destillata (destilliertes Wasser) 
Amp Ampicillin 
ATP Adenintriphosphat 
bp Basenpaare 
C Cytosin 
cDNA komlementäre DNA 
CDP Cytidindiphosphat 
CDP-DAG Cytidindiphosphatdiacylglycerol; 
cis auf der gleichen Seite der Bezugsebene 
CL Cardiolipin 
CoA Coenzym A 
CTP Cytidintriphosphat 
DAG Diacylglycerin 
DAGAT Diacylglycerin Acyltransferase 
DC Dünnschichtchromatographie 
dATP Desoxyadenosin-5'-triphosphat 
dCTP Desoxycytidin-5'-triphosphat 
dGTP Desoxyguanosin-5'-triphosphat 
dNTP Desoxynukleosid-5'-triphosphat 
dTTP Desoxythymidin-5'-triphosphat 
DGD Digalaktosyldiacylglycerin 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
EDTA Dinatriumsalz der Ethylendiamintetraessigsäure 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
EST expressed sequence tags 
FAME Fettsäuremethylester 
FID Flammenionisationsdetektor 
G Guanin 
g Gramm 
x g Vielfaches der Erdbeschleunigung 
G3P Glycerin-3-phosphat 
GPAT Glycerin-3-phosphat Acyltransferase 
GC Gaschromatographie 
h Stunde 
IPTG Isopropyl-ß-D-thio-galaktopyranosid 
k Kilo 
kb Kilobasenpaare 
kDa Kilodalton 
l Liter 
LCPUFA long chain polyunsaturated fatty acids 
LPA Lysophosphatidsäure 
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LPAAT 1-Acylglycerin-3-phosphat Acyltransferase 
M molar 
MBq Mega Bequerel 
MCS Multiple Klonierungsstelle 
MGD Monogalaktosyldiacylglycerin 
min Minute 
mol Mole 
mRNA messenger RNA 
NADH Nikotinsäureamid-adenin-dinukleotid (reduziert) 
NADPH Nikotinsäureamid-adenin-dinukleotid-phosphat (reduziert) 
ODx Optische Dichte bei x Nanometern 
PA Phosphatidsäure 
PC Phosphatidylcholin 
PCR Polymerase-Kettenreaktion 
PE Phosphatidylethanolamin 
PEG Polyethylenglykol 
pfu plaque-forming units 
PG Phosphatidylglycerin 
PI Phosphatidylinositol 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PS Phosphatidylserin 
RNA Ribonukleinsäure 
rpm Umdrehung pro Minue 
RT Raumtemperatur 
s Sekunde 
SDS Natriumdodecylsulfat 
Spec Spectinomycin 
sn stereospezifische Numerierung 
SQD Sulfochinovosyldiacylglycerin 
Strep Streptomycin 
T Thymin 
TAG Triacylglycerin 
Tris N-Tris-(hydroxymethyl)-amonimethan 
U Uracil 
UV Ultraviolettes Licht 
v/v Volumen per Volumen 
Vol. Volumen 
w/v Gewicht per Volumen 
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Abkürzungen der Aminosäuren: 
 
A Alanin G Glycin P Prolin 
R Arginin H Histidin S Serin 
N Asparagin I Isoleucin T Threonin 
D Asparaginsäure L Leucin W Tryptophan 
C Cystein K Lysin Y Tyrosin 
Q Glutamin M Methionin V Valin 
E Glutaminsäure F Phenylalanin   
 
 
 
 
 
Abkürzungen der Fettsäuren: 
 
Palmitinsäure 16:0  
Stearinsäure 18:0  
Ölsäure  18:1 18:1∆9 
Linolsäure 18:2n-6 18:2∆9,12 
α-Linolensäure α-18:3n-3 18:3∆9,12,15 
γ-Linolensäure γ-18:3n-6 18:3∆6,9,12 
Stearidonsäure 18:4n-3 18:4∆6,9,12,15 
Di-homo-γ-linolensäure 20:3n-6 20:3∆8,11,14 
Di-homo-γ-stearidonsäure 20:4n-3 20:4∆8,11,14,17 
Arachidonsäure 20:4n-6 20:4∆5,8,11,14 
Eicosapentaensäure 20:5n-3 20:5∆5,8,11,14,17 
Docosatetraensäure 22:4n-6 22:4∆7,10,13,16 
Docosapentaensäure 22:5n-3 22:5∆7,10,13,16,19 
Docosahexaensäure 22:6n-3 22:6∆4,7,10,13,16,19 
Tetracosapentaensäure 24:5n-3 24:5∆9,12,15,18,21 
Tetracosahexaensäure 24:6n-3 24:6∆6,9,12,15,18,21 
 
 
Zur Bezeichnung der LCPUFA oder Fettsäuren im Allgemeinen werden zwei 
Nomenklatursysteme benutzt. Die Anzahl der Kohlenstoffatome in der Fettsäure wird durch 
die Zahl vor dem Doppelpunkt und die Anzahl der Doppelbindungen durch die Zahl nach 
dem Doppelpunkt angegeben. Ein 'n' verweist dabei auf die Position des Kohlenstoffatoms 
der Doppelbindung ausgehend vom Methylende, die Bezeichnung '∆' bezieht sich dagegen auf 
das Carboxylende. Bei den in dieser Arbeit aufgeführten Fettsäuren liegen die 
Doppelbindungen in cis-Konfiguration vor. Daher wurde auf eine gesonderte Angabe 
verzichtet. 
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pQETs
4355 bps
Bam HI
Bam HI
TS-LPAAT
Col E1
Ampicillin
pQETs-His
4373 bps
Bam HI
Bam H
TS-LPAAT
6xHis
Col E1
Ampicillin
pQESh
4098 bps
BglII
SphI
Col E1
Ampicillin
Sh-LPAAT
pQESh-His
4132 bps
BglII
SphI
6xHis
Col E1
Ampicillin
Sh-LPAAT
pQE30Ts
4385 bps
Bam HI
Bam HI
6xHis
Ts-LPAAT
Col E1
Ampicillin
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Plasmidkarten der E. coli-Expressionskonstrukte, pQESh, pQESh-His, pQETs, pQETs-His 
und pQE30Ts. Die offenen Leserahmen stehen unter der Kontrolle des T5-Promotors. (ColE1, 
Replikationsursprung, Ampicillin; β-Lactamase-Gen). 
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pGST-Sh-His
6226 bps
T7
GST
attR1
Sh-LPAAT
6xHis
attR2
T7 term
Ampicillin
pBR322
rop
pGST-Ts-His
6493 bps
T7
GST
attR1
Ts-LPAAT
6xHis
attR2
T7 term
Ampicillin
pBR322 ori
rop
pYES-Ts
6775 bps
Bam HI
Bam HI
CYC TT
Ts-LPAAT
pGAL1
2µ
URA3
Ampicillin
Col E1
pYES-Ts-His
6793 bps
Bam HI
Bam HI
CYC TT
6xHis
Ts-LPAAT
pGAL1
2µ
URA3
Ampicillin
Col E1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Plasmidkarten der E. coli-Expressionskonstrukte pGST-Sh-His und pGST-Ts-His. Die ORFs 
der Gene stehen unter der Kontrollte des T7-Promotors, der durch Zugabe von Arabinose zum 
Medium induziert werden kann. (GST, Glutathion-S-Transferasegen; T7 term, Terminator aus 
dem Phagen T7; pBR322, Replikationsursprung aus dem Plasmid pBR322; Ampicillin;  
β-Lactamase-Gen; attR1, attR2 Rekombinationstellen; rop, interagiert mit pBR322 während 
der Replikation). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Plasmidkarten der S. cerevisiae-Expressionskonstrukte pYES-Ts und pYES-Ts-His. Die ORF 
stehen unter der Kontrolle des durch Galaktose induzierbaren Promotors pGAL1. 
(URA3, Selektionsmarker in Hefe; Ampicillin, β-Lactamase-Gen; ColE1, 
Replikationsursprung; CYCTT, Transkriptionsterminator; 2µ, Replikationsursprung des 
Hefeplasmides 2µ). 
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pTs-His
5700 bps
Bam HI
Bam HI f1 ori
Ampicillin
pUC ori
Tn7R
Gentamycin
pPH
Ts-LPAAT
6xHis
SV40 pA
Tn7L
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Plasmidkarte des Expressionskonstruktes für Insektenzellen pTs-His. Der ORF steht unter der 
Kontrolle des Polyhydrin Promotors pPH. (Ampicillin, β-Lactamase-Gen; Gentamycin, 
Getamycin-Gen; pUC, Replikationsursprung; SV40, Polyadenylierungs Signal). 
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